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RESUMO

CARVALHO, L.R.R.A. Efeitos do consumo de nitrato inorgéanico (NaNO3)
sobre alongevidade e envelhecimento de ratos Wistar. 2021. 136f. (Tese em
Ciéncias Fisiologicas). Universidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa — PB.

A busca com intervenc¢des e farmacos que aumentem a longevidade e
diminuam os efeitos do tempo sobre o organismo (envelhecimento), é tdo antiga
quanto a prépria humanidade. Com base nas recentes descric6es de efeitos
benéficos dos nitratos sobre diversas condicdes de saude, o consumo de
vegetais ricos neste sal, como o espinafre e as folhas da beterraba, tem sido
estimulado. No entanto, os efeitos cronicos dessa suplementagcédo ainda nao
foram descritos e, devido seu potencial toxico, avaliacdes a longo prazo sdo
urgentes e necessdrias. Sendo assim, com este trabalho objetivou-se a
avaliacdo dos efeitos do consumo de nitrato de sédio sobre a longevidade e
envelhecimento de ratos idosos. Para tanto, foram utilizados ratos Wistar de
ambos 0s sexos, com 15 meses de idade, suplementados continuadamente com
agua de beber (placebo) ou solucao nitrato de sédio (NaNO3z - 10mM), até a
morte natural por senescéncia. Durante o periodo de tratamento, os animais
foram submetidos a acompanhamentos clinicos semanais e exames
laboratoriais a cada trés meses. Apds a morte, foi realizada a avaliagcdo da
reatividade vascular e coleta de amostras para analise histopatologica e
determinacao da causa mortis. Os resultados demonstram que a suplementacéo
com nitrato inorganico, por longos periodos, ndo altera o tempo de vida e o
envelhecimento dos individuos. Além disso, o consumo crdnico foi responsavel
por uma significativa melhora no efeito e sensibilidade de substancias
vasoconstritoras e vasodilatadoras, sugerindo uma melhora da funcao vascular,
sem indicios de tolerancia. Quanto ao acompanhamento laboratorial, ndo foram
demonstradas alteracGes causadas pelo nitrato, independente do sexo, apenas
alteracoes relacionadas ao envelhecimento saudavel. Similar ao diagndstico da
causa da morte, onde foram descritas alteracdes causadas pelo envelhecimento
em quase todos 0s sistemas organicos, porém nao houve diferencas entre os
grupos. Dessa forma, foi possivel concluir que a suplementacao a longo prazo
com nitrato inorganico nédo interfere significativamente no tempo de vida e
processo de envelhecimento saudavel, sugerindo tratar-se de uma intervencéo
segura e de facil acesso, para o consumo por longos periodos. No entanto, seus
efeitos parecem ser dose-dependentes e estudos que avaliem seu custo-
beneficio sdo necessarios.

Palavras-chave: Tempo de vida; nitrato de sédio; curvas de sobrevivéncia; 6xido
nitrico



ABSTRACT

CARVALHO, L.R.R.A. Effects of consumption of inorganic nitrate (NaNO3)
on the longevity and aging of Wistar rats. 2021. 136f. (Thesis in Physiological
Sciences). Federal University of Paraiba, Jodo Pessoa - PB.

The search for interventions and drugs that increase longevity and
decrease the effects of time on the organism (aging), is as old as humanity itself.
Based on recent descriptions of the beneficial effects of nitrates on various health
conditions, the consumption of vegetables rich in this salt, such as spinach and
beet leaves, has been encouraged. However, the chronic effects of this
supplementation have not yet been described and, due to its toxic potential, long-
term evaluations are urgent and necessary. Therefore, the objective of this work
was to evaluate the effects of sodium nitrate consumption on the longevity and
aging of elderly rats. For that, Wistar rats of both sexes, 15 months old, were
used, continuously supplemented with drinking water (placebo) or sodium nitrate
solution (NaNOsz - 10mM), until natural death by senescence. During the
treatment period, the animals were submitted to weekly clinical follow-ups and
laboratory tests every three months. After death, vascular reactivity was
evaluated and samples were collected for histopathological analysis and
determination of the cause of death. The results show that supplementation with
inorganic nitrate, for long periods, does not alter the life span and aging of
individuals. In addition, chronic consumption was responsible for a significant
improvement in the effect and sensitivity of vasoconstrictor and vasodilator
substances, suggesting a significant improvement in vascular function, with no
evidence of tolerance. In the laboratory follow-up, no changes caused by nitrate,
regardless of gender, were shown, only changes related to healthy aging. Similar
to the diagnosis of the cause of death, in which alterations caused by aging have
been described in almost all organic systems, however, there were no significant
differences between groups. Thus, it was possible to conclude that long-term
supplementation with inorganic nitrate does not significantly interfere with the life
span and healthy aging process. Suggesting that it is a safe and easily accessible
intervention for long-term consumption. However, its effects appear to be dose-
dependent and studies that assess its cost-benefit are needed.

Keywords: Lifetime; sodium nitrate; survival curves; nitric oxide
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1. INTRODUCAO

1.1 Longevidade, historia e sociedade

Ao longo da histéria e do processo evolutivo, um fator marcante para a
sobrevivéncia das espécies foi o “tempo de vida”. No tocante aos seres
humanos, em comparacdo com as espécies que compartiham o mesmo
ancestral, a expectativa de vida ao nascimento mais que dobrou ao longo de
aproximadamente 300.000 geracdes (Finch, 2010).

O aumento da longevidade de nossa espécie foi ainda mais expressivo nos
tltimos 200 anos, atingindo um crescimento médio de 2,5 anos a cada década
(Flatt; Partridge, 2018). Sendo o tempo de vida maximo, documentado na Franca
em 1997, referente a uma senhora que veio a 6bito com 122 anos e 167 dias de
idade, quase 50 anos a mais que a expectativa de vida da época na Europa
(Guest, 2019).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (WHO, 2020), em 2016 a
expectativa de vida média em todo o globo foi de 72 anos, sendo 69,8 para os
homens e 74,2 para as mulheres. No entanto, com variacbes notaveis entre 0s
paises, principalmente no tocante aos gastos em saude, com uma relacéo
positiva entre um maior investimento nessa area e aumento na expectativa de
vida da populacdo (Bein et al., 2018). No Brasil, de acordo com o Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), em 2018 a expectativa de vida ao
nascer dos brasileiros era de 76,3 anos, sendo 72,8 para homens e 79,9 para as
mulheres, um aumento de mais de 30 anos em relacédo a 1940 (IBGE, 2020).

Com base nesses dados, parte das pessoas que vivem atualmente acima
dos 60 anos supostamente estaria morta no passado. Esse aumento substancial
da expectativa de vida dos humanos é resultado de diversos fatores
desenvolvidos ao longo do processo evolutivo, dentre 0s quais ressaltam-se as
mudancas socioambientais — como o estilo de vida, habitos alimentares,
seguranca, higiene — e a maior atencdo com a populacao infantil e idosa. Além
disso, também as mudancas do ponto de vista médico, como o aprimoramento
dos cuidados a saude em todas as idades, reducdo dos impactos causados por

doencas infecciosas, protocolos de imunizacéo, antibiéticos, técnicas cirurgicas
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e demais ferramentas e recursos destinados a saude (Flatt; Partridge, 2018;
Guest, 2019).

No entanto, viver mais ou para além das expectativas traz consigo uma
série de desafios fisiopatologicos inerentes ao processo de envelhecimento. A
idade é um dos principais fatores de risco para desenvolvimento de doengas em
humanos, como cancer, diabetes, doencas cardiovasculares e
neurodegenerativas (Niccoli; Partridge, 2012; Lopez-Otin et al., 2013; Abiri; Vafa,
2019).

Para além das questdes individuais que envolvem a saude dos individuos
longevos, um aumento da idade média das populacbes também reflete em
mudancas e adaptacfes socioecondmicas (Carone et al., 2005). A selecdo
natural age contra o envelhecimento impedindo o crescimento demasiado da
populacdo. No entanto, a espécie humana tende a burlar esse efeito e continua
“crescendo”, tanto em quantidade de individuos quanto em tempo de vida, sendo
possivel observar que as pessoas com mais de 85 anos formam a parcela da
sociedade com maior crescimento entre as faixas etéarias (Hill et al., 2016).

Kontis e colaboradores (2017) avaliaram por meio de projecdes estatisticas
a taxa de mortalidade e a expectativa de vida para 2030 em 35 paises
industrializados com dados de alta qualidade. De acordo com o estudo, a
expectativa de vida aumentara em todos os paises, com diminuicdo da diferenca
entre homens e mulheres. Ademais, 0os autores demonstram que o aumento da
longevidade dos individuos esta relacionado com a implantacéo de politicas de
apoio ao envelhecimento saudavel, investimentos em salude e assisténcia social,
além de reformula¢cdes no eixo educacédo-trabalho-aposentadoria (Kontis, et al.
2017).

No Brasil, em 2018 eram mais de 23 milhdes de pessoas com 60 anos ou
mais de idade, compondo 13% da populacdo. Em 1980, a cada mil pessoas que
chegavam aos 60 anos, 344 atingiam os 80 anos de idade; em 2018, este valor
passou para 599 individuos, um aumento de 74%. As projecles realizadas no
pais indicam que em 2060 os idosos (com mais de 65 anos) representardo
25,49% da populacédo, correspondendo a mais de 58 milhdes de pessoas (IBGE,
2020).

Diante deste fenbmeno, dos pontos de vista demogréfico, politico, social e

da salde, hd uma constante necessidade de encontrar maneiras de manter os
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individuos saudaveis por mais tempo, preservando as fungbes organicas e
impedindo ou retardando o surgimento de doengas. Essa busca, que acompanha
a histéria da sociedade humana, comp&e um dos mais desafiadores campos de
estudo nas areas da saude, tecnologia e ciéncias biolédgicas.

1.2Biomarcadores do envelhecimento

A busca pela compreensdo do processo de envelhecimento para o
desenvolvimento de formas que ampliem a saude e a vida util dos individuos
(aumento da longevidade), é tdo antiga quanto a prépria humanidade. Este
grande enigma passou a ser extensivamente estudado a partir dos anos 30, com
as primeiras descricdes do envelhecimento como resultado do processo de
selecdo natural (Fisher, 1930; Haldane, 1941). No entanto, 0 marco para 0s
estudos modernos sobre envelhecimento foi o isolamento das primeiras cepas
de vida longa (Caenorhabditis elegans, uma espécie de nematédeo da familia
Rhabditidae), em 1983 (Klass; Hirsh, 1983).

A evolucao desses estudos fornece as bases para a compreensdo dos
efeitos do estilo de vida e fatores ambientais sobre a longevidade, assim como
as bases celulares e moleculares envolvidas no processo de envelhecimento
(Lopez-Otin et al., 2013). As pesquisas nesse campo apresentam muitos
paralelos com os estudos oncologicos, que ganharam mais embasamento a
partir da descricdo dos seis biomarcadores do cancer nos anos 2000, com
atualizacdo para dez (10) marcadores em 2011 (Hanahan; Weinberg, 2011). Tal
categorizacao ajudou a conceituar as bases e vias essenciais para 0 processo
de desenvolvimento do cancer e pontuar seus mecanismos adjacentes. Além
disso, serviu como modelo para a categorizacdo dos biomarcadores celulares e
moleculares do envelhecimento, que foi proposta por LoOpez-Otin e
colaboradores (2013), a partir de critérios especificos e obrigatérios.

Os biomarcadores deveriam: (1) manifestar-se durante o envelhecimento
normal; (2) seu agravamento experimental causar a aceleracdo do
envelhecimento e (3) sua melhoria experimental causar o retardo no processo
de envelhecimento e aumentar a expectativa de vida.

Dessa forma, LOpez-Otin e colaboradores (2013), elencaram nove

biomarcadores do processo de envelhecimento:
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(1) Instabilidade gendmica: Acumulo de dano genético ao longo da vida,
seja dano direto a arquitetura e DNA nuclear, ao DNA mitocondrial ou
ambos.

(2) Desgaste telomérico: A maioria das células somaticas ndo expressam
a telomerase, que resulta em encurtamento dos telomeros e na perda
progressiva da capacidade proliferativa das células.

(3) AlteracBes epigenéticas: Envolvem alteracdes nos padrbes de
metilacdo do DNA, modificagcdo poés-traducional de histonas e
remodelagcéo da cromatina.

(4) Perda da proteostase: Refere-se aos disturbios nos mecanismos que
promovem a estabilidade, funcionalidade e degradacdo das proteinas.

(5) Deteccéo de nutrientes desregulada: Alteracdes nas vias de
sinalizacao intracelular para os nutrientes, reducdo das funcdes de
horménios como GH, IGF-1 e insulina.

(6) Disfuncao mitocondrial: Reducéo da producéo de ATP e aumento da
producédo de espécies reativas de oxigénios (EROS).

(7) Senescéncia celular: Parada estavel do ciclo celular acoplada a
alteracoes fenotipicas estereotipadas a nivel celular.

(8) Exaustéo de células-tronco: Declinio do potencial regenerativos dos
tecidos.

(9) Comunicacédo intercelular alterada: Desregulacdo das secrecdes
enddcrinas, neurocrinas e neuronais, além de alteragbes na
responsibilidade dos tecidos, disfungcdes imunoldgicas e alteracdes dos

micro-ambientes.

Esses marcadores sdo divididos em trés grandes grupos: primarios,
antagonistas e integrativos (Figura 1). Os biomarcadores primarios, como o
préprio nome sugere, sdo aqueles que se desenvolvem de forma espontanea
com o decorrer do tempo e sdo essencialmente deletérios a funcédo organica
(instabilidade genémica, desgaste telomérico, alteracdes epigenéticas e perda
da proteostase). Ja os antagonistas, tém efeito contrario aos primarios e séo
inicialmente benéficos dependendo da intensidade, no entanto, com o passar do
tempo e o aumento da estimulacdo passam a ser deletérios ao organismo

(desregulacao na detecgédo aos nutrientes, disfuncdo mitocondrial e senescéncia
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celular). E por fim, os biomarcadores integrativos, que séo resultado dos efeitos
supracitados ao longo do tempo, afetando diretamente a homeostase e a fungéo
de todos os tecidos (exaustdo das células-tronco e alteragBes na comunicagao
intracelular)(Lopez-Otin et al., 2013).

INSTABILIDADE
GENOMICA
DESGASTE BIOMARCADORES
E ”
o e PRIMARIOS
m ALTERACOES CAUSAS DE DANOS
EPIGENETICAS

i; ; PERDA DA
PROTEOSTASE

BIOMARCADORES

ANTAGONISTAS
RESPOSTAS AOS DANOS

BIOMARCADORES

INTEGRATIVOS
RESPONSAVEIS PELO
FENOTIPO

Figura 1. Biomarcadores do envelhecimento em uma interconexao hierarquica

em trés categorias. Fonte: Traduzido de Lopez-Otin et al. 2013.

Partridge e colaboradores (2018) revisaram e tabelaram os efeitos
benéficos de uma série de intervencdes em cada um dos biomarcadores do
envelhecimento. Também pontuaram as mudancas com relacéo a idade e saude
(estudos observacionais), e o0s efeitos adversos apresentados pelas
intervencbes nos biomarcadores. O estudo ainda cita a preocupag¢do com a
porcdo crescente de idosos ndo saudaveis, e reforca a importancia dos bons
habitos para um estilo de vida saudavel e seu paralelo com o processo de
envelhecimento (Partridge et al., 2018).

Ainda no tocante a regulacdo genética do envelhecimento, Singh e
colaboradores (2019) discutem a interacdo entre os biomarcadores, além das
relacGes entre a base genética e os efeitos ambientais sobre o envelhecimento.
Os autores propdem uma viséo integrada deste processo ao longo do tempo,
com a possibilidade de que alteragdes em qualquer um dos marcadores possa

refletir em distUrbios nos demais (analogia mecanica) e, como consequéncia, na
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progressao do fendtipo. Além disso, ainda adicionam nesse eixo integrativo, a
influéncia externa do ambiente, como a dieta e as atividades fisicas, e pontuam

a influéncia de marcadores ainda desconhecidos (Figura 2) (Singh et al., 2019).
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Figura 2. Atualizacdo dos biomarcadores do envelhecimento propostos por
Lopéz-Otin e colaboradores (2013) e sua relagdo com o ambiente externo.
Adaptado de: Singh et al., 2019.

Finalmente, a descricdo dos biomarcadores inerentes ao processo de
envelhecimento e suas relacdes entre si e com 0 meio externo permitem o
aprimoramento da compreensédo das bases fisiopatolégicas do processo. Para
mais, promove a fundamentacéo para o desenvolvimento de novas estratégias
gue objetivem a extensdo da vida util dos individuos de forma saudavel
(Partridge et al., 2018).
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1.3 Modelos animais para estudos de longevidade e envelhecimento

Em uma pesquisa realizada em janeiro de 2021 na base de dados do
Centro Nacional de Informacdo Biotecnolégica dos Estados Unidos
(www.pubmed.gov), as palavras “aging” e “longevity” apresentaram mais de
550.000 resultados desde 1786, com um aumento expressivo de 91% a partir de
1983, o marco para os estudos modernos (Klass; Hirsh, 1983; NCBI, 2021). A
maioria dos trabalhos sobre envelhecimento usa os mesmos fenétipos: (1) vida
atil (idade até morte); (2) longevidade (individuos com idade avancada); (3)
longevidade excepcional (individuos que atingem ou excedem uma idade
especifica) e (4) envelhecimento saudavel (uma combinacéo de envelhecimento
e saude) (Brooks-Wilson, 2013).

No entanto, cabe ressaltar que o estudo do envelhecimento humano, por
se tratar de uma espécie com tempo de vida relativamente longo
(aproximadamente 70 anos — vide 1.1), apresenta uma série de desafios
metodologicos, especialmente dos pontos de vista ético, financeiro e temporal.
Frente a tais dificuldades, uma série de modelos experimentais alternativos para
o estudo do processo de envelhecimento e longevidade foram desenvolvidos ao
longo das ultimas décadas, como revisado por Folch e colaboradores (2018).

Os modelos animais para os estudos a longo prazo objetivam avaliar os
mecanismos do envelhecimento em individuos com expectativa de vida mais
curta, e sdo classificados em: metodologias in vitro (Yang et al., 2018) e in vivo,
este ultimo utilizando animais invertebrados e vertebrados.

Nesse aspecto, atualmente, os principais modelos experimentais para o
estudo do processo de envelhecimento e longevidade utilizam nematddeos
(Caenorhabditis elegans) (Shen et al., 2018), leveduras (Saccharomyces
cerevisiae) (Zimmermann et al., 2018), moscas da fruta (Drosophila
melanogaster) (Moretti et al., 2020), peixes (Nothobranchius furzeri) (Platzer;
Englert, 2016), roedores (camundongos e ratos) (Wang et al., 2018), caes e
primatas ndo humanos (Colman et al., 2014).

Entretanto, devido as caracteristicas peculiares de cada espécie, 0s
modelos experimentais pré-clinicos apresentam diferentes pontos fortes e

limitacOes e, portanto, devem ser ponderados e discutidos de acordo com o
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objetivo de cada estudo. Por exemplo, os modelos que envolvem animais
invertebrados sdo mais rapidos devido a expectativa de vida curta dos
individuos, além de apresentarem custos de pesquisa mais baixos. No entanto,
apresentam limitacdes consideraveis devido as diferencas fisiologicas
significativas, sobretudo no que se refere a metabolizacdo de substancias,
principal alvo das pesquisas antienvelhecimento (Folch et al., 2018).

Ainda nesse ambito, estudos com vertebrados, sobretudo mamiferos,
apresentam similaridades fisiol6gicas mais acentuadas quando comparados aos
humanos. Por exemplo, os modelos com cées e primatas ndo humanos s&o os
mais adequados para a transla¢ao dos resultados. No entanto, além do ponto de
vista ético, apresentam custo de pesquisa elevado e um tempo experimental
relativamente longo.

Diante deste cenario, destacam-se os modelos pré-clinicos utilizando
roedores, pois além da similaridade fisiologica com humanos, ainda apresentam
expectativa de vida curta, o que reduz consideravelmente tempo, méo-de-obra
e custos envolvidos na pesquisa (Folch et al., 2018; Azman; Zakaria, 2019).

Aléem das caracteristicas proprias do envelhecimento das espécies,
diversas biotécnicas foram desenvolvidas para potencializar os modelos
animais, principalmente no que se refere aos estudos com roedores. Destacam-
se a administracdo cronica de D-galactose, que causa deterioracdo das
habilidades cognitivas e motoras semelhantes aos sintomas do envelhecimento
(Wang et al., 2018; Azman; Zakaria, 2019), as linhagens endogamicas com
tendéncia a senescéncia (SAMP) e os camundongos mutantes klotho,
caracterizados por uma delecao no gene klotho e a expresséo rapido do fenotipo
do envelhecimento (Bartolone et al., 2020).

Dessa forma, mesmo havendo uma diferenca significativa entre o tempo
maximo de vida entre humanos e roedores, uma vez que a expectativa de vida
de ratos de laboratorios utilizados em modelos experimentais é de 2,5 a 3,5 anos,
com média de 3 anos, e em humanos aproximadamente 70 anos, esses modelos
pré-clinicos ainda apresentam destaque na gerontologia (estudo do processo de

envelhecimento) (Andreollo et al., 2012; Sengupta, 2013).

1.4 Nutrigéo, envelhecimento e longevidade
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O tempo de vida dos humanos é modulado pelo ajuste entre os fatores
genéticos, ambientais e o estilo de vida, que determinam ininterruptamente as
atividades fisiolégicas do organismo e sua deterioracdo funcional dependente do
tempo, além da progressdo e susceptibilidade a doencas. Entretanto, esses
fatores ndo atuam de forma igualitaria sobre o envelhecimento, estimando-se
gue apenas 20-30% desse controle seja determinado pelos fatores genéticos,
com um aumento gradativo dessa propor¢ao com o passar do tempo (Hjelmborg
et al., 2006; Ekmekcioglu, 2019).

Desse modo, os determinantes principais do envelhecimento saudavel e
consequentemente do tempo de vida, séo os fatores ambientas e o estilo de vida
(Vidacek et al., 2017). Estudos que observam o estilo de vida das pessoas em
regides com maior proporcao de idosos, como Sardenha (Italia), Nicoya (Costa
Rica) e Okinawa (Japéo), descrevem alguns habitos comuns que s&o associados
ao envelhecimento saudavel e maior expectativa de vida. Como destaques: a
pratica de atividade fisica regular, auséncia de vicios como o tabagismo,
engajamento social e proposito de vida, espiritualidade, manutencdo da massa
corporal normal e uma dieta saudavel com refeicdes menores e pouco caldricas,
além de alto consumo de vegetais, frutas e graos integrais (Rizzuto; Fratiglioni,
2014; Buettner; Skemp, 2016; Pignolo, 2019).

Ainda nesse aspecto, alimentos, dietas e nutrientes especiais podem
influenciar diretamente o risco de doencas e mortalidade em humanos,
interferindo na sobrevida do individuo, abordagem que desperta interesse pelo
baixo custo e facil acesso (Vidacek et al., 2017). No entanto, a influéncia negativa
dos padrbes alimentares também deve ser considerada. Nesses casos, as
desregulagcBes nutricionais associadas aos habitos sedentarios sdo descritas
como fatores de risco para a obesidade, diabetes, hipertensdo e dislipidemia,
gue representam 4 dos 10 maiores fatores para mortalidade por todas as causas
em todo o mundo, com reflexo direto no tempo de vida das populacdes (Lacroix
et al., 2017).

Alguns mecanismos do processo de envelhecimento, podem ser
modulados por intervencdes metabdlicas, alimentos, dietas e nutrientes
especiais (Figura 3) (Lopéz-Otin et al.,2016; Ekmekcioglu, 2019), como também
por drogas como a metformina (Piskovatska et al.,, 2019). Dentre esses

mecanismos, principalmente os que envolvem o metabolismo e replicagéo
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celular, como: desregulacdo na deteccdo de nutrientes e nas vias de
crescimento, incluindo AMPK (proteina cinase ativada por AMP), SIRT1
(sirtuinas), mTOR (proteina alvo da rapamicina dos mamiferos) e insulina/IGF-1
(fator de crescimento semelhante a insulina-1), modificacdes epigenéticas e na
autofagia celular, inflamacdo crénica de baixo grau (“inflammaging”),
senescéncia celular, estresse oxidativo e desgaste telomérico (Lopéz-Otin et
al.,2013; Ma; Gladyshev, 2017; Singh et al., 2019).

RESTRICAO ALIMENTOS
PROTEICA SAUDAVEIS E A
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Figura 3. Influéncia dos principais fatores nutricionais sobre os
mecanismos do processo de envelhecimento relacionados em modelos
humanos e animais. Fonte: Traduzido e adaptado de Ekmekcioglu (2019).

Nesse contexto, foi primeiramente descrito por McCay e colaboradores
(1939) em ratos de ambos os sexos que a restricdo caldrica (diminuicdo da
ingestao alimentar em 40%) conduziria a um aumento consideravel do tempo de
vida dos individuos. Esse efeito foi posteriormente reproduzido em diversos
modelos experimentais de leveduras, platelmintos e animais, demonstrando ser
bastante promissor, tanto pelo efeito no aumento da longevidade quanto no
retardo do aparecimento de doencas associadas a idade e a prevencado de
diabetes e doencas autoimunes (Omodei; Fontana, 2011; Simsek et al., 2019).

Estudos conduzido por mais de 20 anos no Centro Nacional de Pesquisa

de Primatas de Wisconsin (EUA), avaliaram o envelhecimento de macacos
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Rhesus submetidos a restricdo calérica de 30% em compara¢do a um grupo
controle com alimentacdo ad libitum. A restricdo calorica foi responsavel por
melhorias metabdlicas, cardiovasculares e da funcdo cerebral, além da
prevencao de cancer e diabetes tipo 2, e reducao da mortalidade (Colman et al.,
2009; Colman et al., 2014).

Além da restricado caldrica, as propor¢cdes dos macronutrientes na dieta
também sdo alvo de diversos estudos. Nesse ambito, os efeitos benéficos sobre
a longevidade sdo maiores na restricdo de proteinas, quando comparados a
restricdo de carboidratos e gorduras da dieta (Solon-Biet et al., 2014; Mirzaei et
al., 2014). Solon-Biet e colaboradores (2014) avaliaram os efeitos da restricéo
proteica sobre a longevidade de ratos e constataram um aumento consideravel
(30 semanas) na expectativa de vida, efeito relacionado com a supressao da
ativacdo do mTOR. Além disso, efeitos metabolicos e cardiovasculares também
foram observados.

A restricdo de aminoacidos sulfurados, em especial a metionina, também
reflete em diversos efeitos metabolicos, estresse oxidativo e nas doencas
relacionadas a idade, independente da restricdo caldrica. A reducéo da ingestéo
de metionina promove o aumento dos niveis de IGF-1, melhora a resposta
autofagica das células e reduz a producdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs) nas mitocondrias, podendo influenciar diretamente o processo de
envelhecimento e a longevidade (Martinez et al., 2017; Dong et al., 2018).

Outra abordagem conhecida é o jejum intermitente (JI). O termo se refere
ao comportamento alimentar dividido em periodos de ingestdo normal de
alimentos e periodos de restricdo energética, com uma série de abordagens e
protocolos diferentes (Stockman et al. 2018). No tocante aos efeitos sobre a
longevidade, o JI é relacionado com melhorias metabdlicas e cardiovasculares,
além da expressiva perda de peso (Wei et al., 2017). Em animais, o jejum de
dias alternados levou ao aumento da sobrevida de moscas (Drosophila
melanogaster), no entanto, em roedores seu papel ainda é controverso e precisa
ser melhor explorado (Longo; Panda, 2016; Catterson et al. 2018).

Alguns componentes isolados também apresentam efeitos consideraveis
no tocante ao envelhecimento, como o resveratrol, a espermidina e as vitaminas
e compostos antioxidantes. O resveratrol, um polifenol encontrado no vinho tinto

e nas uvas, é muitas vezes taxado como “droga anti-envelhecimento”, devido a
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seus efeitos benéficos contra doencgas associadas ao envelhecimento e estresse
oxidativo. Os efeitos do resveratrol sdo mediados pela ativacdo das sirtuinas
(SIRT1), que participam do sistema de deteccéo de energia celular além da
ativacdo da AMPK, induzindo especialmente efeitos antioxidantes, anti-
inflamatérios e citoprotetores (Kulkarni; Cant6, 2015; Li et al., 2018).

Ja a espermidina, uma poliamina encontrada em uma ampla variedade de
alimentos, incluindo cogumelos, legumes, milho e graos integrais, além de ser
sintetizada por bactérias probidticas no intestino, afetam o crescimento e
proliferacdo celular, atuam como antioxidantes e influenciam a apoptose e
atividade enzimética celular (Madeo, et al. 2018). Alguns estudos relatam que a
suplementacdo com espermidina foi responsavel pelo aumento da sobrevida em
invertebrados e células humanas in vitro. Esses dados, associados ao fato de
gue as concentracdes de espermidina caem com a idade, sugerem que a
suplementacdo com essa poliamina pode ser favoravel ao processo de
envelhecimento, no entanto, mais estudos sdo necessarios (Eisenberg et al.,
2009; Eisenberg et al., 2016; Ekmekcioglu, 2019).

Neste cenario, muitos trabalhos tém citado a suplementagdo com vitaminas
antioxidantes e compostos sintéticos que podem prolongar o tempo de vida de
modelos animais. A titulo de exemplo, pode-se citar a vitamina C, maior
antioxidante hidrofilico e potente inibidora da peroxidacéo lipidica, e a vitamina
E, principal antioxidante hidrofébico em membranas celulares e lipoproteinas
circulantes (Sadowska-Bartosz, Bartosz, 2014).

Outro exemplo seria a curcumina, cujos efeitos agem diretamente como
antioxidante, mas seus mecanismos no prolongamento da vida parecem ser
dependentes principalmente de suas a¢des antioxidantes indiretas (Shishodia,
2013; Kumar et al., 2018). Pu e colaboradores (2013) demonstraram que a
suplementacdo com curcumina melhora a elasticidade de artérias de grande
calibre associadas ao envelhecimento pela idade, a disfuncéo endotelial vascular
mediada pelo 6xido nitrico, o estresse oxidativo e 0 aumento no colageno (Pu et
al., 2013).

Diante disso e sabendo que é impossivel parar ou impedir o processo de
envelhecimento, o principal objetivo das intervengdes dietéticas é conduzir este
processo da forma mais saudavel possivel, reduzindo o surgimento de doencas,

disfuncdes, incapacidades e deméncias inerentes a vida e a passagem do
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tempo. Tal conceito é classicamente resumido pela frase do antrop6logo Ashley
Montagu (1905-1999): “A ideia é morrer jovem o mais tarde possivel’
(Ekmekcioglu, 2019).

1.5 Nitrato dietético e via nitrato-nitrito-6xido nitrico

Existem duas fontes principais para obtencdo dos nitratos pelos
mamiferos: classica e dietética. A chamada via classica ocorre a partir da
oxidacao do 6xido nitrico (NO) enddgeno, formado em quase todas as células
pelas enzimas 6xido nitrico sintases dependentes de L-arginina (NOSs). Ja a via
dietética, acontece através do consumo de fontes ricas em nitratos por via oral
(Lundberg; Weitzberg, 2013; Lundberg et al., 2018).

Os nitratos inorganicos sao sais sollveis em agua que ocorrem
naturalmente na natureza, formados por um anion nitrato (NO3) ligado a um
cation metalico, mais comumente cations sodio (Na*) e potassio (K*), formando
o nitrato de sodio (NaNO3) e nitrato de potassio (KNOs3), respectivamente (Omar
et al., 2012). Através dessa reacdo, 0s nitratos disponiveis na natureza —
presentes na agua e no solo — podem ser captados pelas plantas,
especialmente vegetais de folhas verdes escuras (Brkic et al., 2017).

Por ndo sofrer metabolismo de primeira passagem no figado, os nitratos
inorganicos podem ser consumidos por via oral (Omar et al., 2012). A ingestéo
pode ser feita tanto na forma isolada, como na forma de nitrato de s6dio (NaNO3),
ou através da ingestdo de vegetais de folhas verdes ricos em nitrato, como
alface, espinafre, acelga, rucula e beterraba. De forma acumulativa, alguns
desses vegetais podem conter até mais de 250mg de nitrato por 100g de peso
fresco (Brkic et al., 2017; Salehzadeh et al., 2020). Jonvik e colaboradores
(2016) propuseram um estudo para avaliar as concentracdes séricas de nitrato
ap6s o consumo de diferentes fontes alimentares. Demonstrou-se o aumento
progressivo dependente da dose nas concentracdes de nitrato e nitrito no plasma
apos a ingestdo de nitrato de sédio dissolvido em agua e sucos de beterraba,
rdcula e espinafre.

Apébs a ingestdo, 0s nitratos inorganicos sdo prontamente absorvidos no
estbmago e nas porc¢oes iniciais do intestino e possuem meia-vida plasméatica de

aproximadamente 5 (cinco) horas (Lundberg et al., 1994; Gilchrist et al., 2010;
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Lundberg et al., 2018). Grande parte do total absorvido é excretado através do
sistema renal, no entanto, aproximadamente 25% € seletivamente armazenado
e concentrado nas glandulas salivares, de modo que na saliva a concentracao
de nitrato pode ser até 20x maior que no plasma (Spiegelhalder et al., 1976;
Gilchrist, 2010; Lundberg et al., 2011).

A excrecao de saliva rica em nitrato na cavidade oral permite que as
bactérias comensais anaerobicas facultativas da superficie dorsal da lingua
reduzam aproximadamente 20% do nitrato (NO3) a nitrito (NO2) durante a
respiracao anaerébica pela acao de nitrato redutases (Bryan et al., 2017). Essa
relacdo com a flora bacteriana da cavidade oral foi particularmente avaliada por
Woessner e colaboradores (2016), que constataram a redugcdo das
concentragOes salivares e plasmaticas de nitrito apds o uso de enxaguantes e
antissépticos bucais.

Todavia, apdés a degluticdo em condi¢des normais, a saliva entra em
contato com o acido estomacal (HCI), que promove a formacgéo de acido nitroso
(HNO3) e sua decomposigéo em oxido nitrico (NO) e outros 6xidos de nitrogénio
ainda no estémago (Lundberg et al., 1994; Benjamin et al., 1994). Além disso,
parte do NO> que é formado na cavidade oral é absorvido e entra na circulagéo
sistémica, havendo um pico duas a trés horas apdés o consumo de NO3z (Jones
et al., 2018).

Na circulacdo, o NO: é facilmente distribuido para os tecidos e pode ser
utilizado para a geracdo de Oxidos de nitrogénio bioativos pelas reacdes de
nitracdo e nitrosacédo, pouco conhecidas (Lundberg et al., 2018). Além disso, o
nitrito pode ser convertido em NO através de reacdes catalisadas pelas
mitocondrias (Kozlov et al., 1999), xantina oxidase (Zhang et al.,, 1998),
desoxiemoglobina (Cosby et al., 2003), desoximioglobina (Shiva et al., 2007),
aldeido oxidase (Li et al., 2008) e até pela NOS em condi¢des de andxia e hipdxia
(Vanin et al., 2007).
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Essa via de disponibilizacéo de 6xido nitrico através da reducéo do nitrato
e nitrito provenientes da dieta, chamada de via enterosalivar nitrato-nitrito-oxido
nitrico (Figura 4) (revisada por Lundberg et al., 2018), por ser independente de
oxigénio € bastante acentuada em condi¢Bes de hipdxia e acidose (Modin et al.,
2001; Castello et al.,, 2006). Nos ultimos anos ela vem sendo objeto de
extensivas pesquisas devido ao seu potencial terapéutico nas doencas
cardiovasculares e metabdlicas além de outras condi¢des patoldgicas (Carlstrom
et al., 2010, Lundberg et al., 2018).
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Figura 4. Via nitrato-nitrito-6xido nitrico. Fonte: Traduzido e adaptado de
Carlstrom; Montenegro, 2019.

Por décadas, os nitratos inorganicos como nitrato de calcio (Ca(NOs)) e
nitrato de potassio (KNO3z), foram utilizados como conservantes de alimentos,
principalmente para cura de carnes (Binkerd; Kolari, 1975). Os primeiros
registros da utilizacdo dos nitratos inorganicos com fins medicinais datam do

inicio do século VIII na China, por meio da administracdo por via oral no
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tratamento de doencas cardiovasculares, como a angina pectoris (Butler;
Feelisch, 2008).

Ao longo da historia, os nitratos ndo foram tdo explorados para fins
medicinais. Devido ao seu potencial carcinogénico, pouco conhecimento sobre
as doses terapéuticas e aos relatos de intoxicagéo por nitrito, sua utilizacao foi
limitada ao tratamento das intoxicagdes por cianeto e sulfeto de hidrogénio
(Butler; Feelisch, 2008).

No entanto, nas ultimas duas décadas o uso médico do nitrato dietético
tem sido novamente encorajado, grande parte devido aos recentes achados
benéficos a saude geral dos individuos, como reducdo do estresse oxidativo e
disfuncdo endotelial (Tian et al., 2020), pressao arterial (Larsen et al., 2006),
eficiéncia mitocondrial (Larsen et al., 2011), fluxo sanguineo cerebral (Fan et al.,
2019), melhora da performance (Jones et al., 2018; Van der Avoort et al., 2018),
entre outros.

Ademais, ha também os seus efeitos positivos sobre condicbes
patolégicas especificas, como nas lesdes renais por isquemia-reperfuséo (Zhang
et al., 2020), aterosclerose (Khambata et al., 2017), esteatose hepéatica (Cordero-
Herrera et al., 2018), infarto agudo do miocardio (Gonzalez et al., 2008),
sindrome metabdlica (Carlstrom et al., 2010) e diabetes tipo 2 (Gheibi et al.,
2018; Khorasani et al., 2019). Vale salientar ainda que a deficiéncia de nitratos
e nitritos € associada ao desenvolvimento de condi¢cbes patolégicas, como
disfuncéo endotelial, alteracdes cardiovasculares e sindrome metabdlica, o que
pode reforcar sua indicacdo médica (Kina-Tanada et al., 2017).

A maioria dos estudos que envolvem a via enterosalivar nitrato-nitrito-
oxido nitrico promove avaliagdes a curto prazo de seus efeitos, e poucos estudos
séo realizados com a populacéo idosa ou modelos animais voltados ao fenotipo
do envelhecimento saudavel e longevidade. Neste contexto, Sim e
colaboradores (2019) descrevem a relacdo entre o aumento do consumo de
nitrato dietético com a melhor funcdo muscular em idosos (idade média 75,2 +
2,7 anos).

Ainda do ponto de vista funcional, Coggan e colaboradores (2019)
demonstram que a ingestao Unica de suco de beterraba (140 ml =13,4+1,6 mmol
de nitrato inorgéanico), resulta em uma expressiva melhora na forga e poténcia

da extensao do joelho em homens e mulheres idosos (Idade média 7115 anos),
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guando comparados ao grupo controle. Tal descoberta ressalta os beneficios do
consumo de nitrato sobre o declinio funcional muscular caracteristico do
processo de envelhecimento.

Ja no tocante aos efeitos do nitrato dietético sobre as populacdes a longo
prazo, estudos prospectivos na Austrdlia relatam beneficios e uma correlagéo
negativa entre consumo de nitrato inorganico com a mortalidade por doencas
cardiovasculares em idosos (Liu et al., 2018) e aterosclerose em mulheres
também idosas (Bondonno et al., 2017). No entanto, em um estudo prospectivo
com mais de 60 mil mulheres americanas, Jackson e colaboradores (2019)
descrevem gque 0 aumento na ingestao habitual de vegetais ricos em nitratos nédo
estava associado com um menor risco de desenvolver doengas cardiovasculares
a longo prazo.

Desse modo, estudos que avaliem a influéncia do consumo de nitrato
inorganico a longo prazo e seus mecanismos sobre o processo de
envelhecimento, o surgimento de doencas relacionadas a idade e o tempo de

vida dos individuos sdo necessarios.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Investigar os efeitos do consumo crénico de nitrato inorganico (NaNO3)
por via oral sobre o envelhecimento e a longevidade de ratos Wistar.

2.2 Objetivos Especificos

Em ratos Wistar machos e fémeas, que consumiram nitrato inorganico a

partir dos 15 meses de idade até o Obito, pretendemos:

- Determinar e comparar os efeitos da intervencéo sobre a longevidade e

expectativa de vida;

- Analisar e comparar os indicadores de estresse oxidativo, fungéo renal,

hepatica e perfil lipidico no envelhecimento;

- Investigar as causas de morte mais prevalentes em animais de laboratorio

e a relacdo de risco com o consumo de nitrato cronicamente;

- Avaliar os efeitos do tratamento crbnico com nitrato e 0 processo de

envelhecimento sobre a reatividade vascular e a ingestao hidrica diaria;

- Investigar a relacao do sexo sobre os parametros avaliados acima descritos.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Local

O estudo foi desenvolvido no Laboratério de Controle Neural da
Circulacéo e Hipertensao Arterial (LACONCHA), do Centro de Biotecnologia da
Universidade Federal da Paraiba (UFPB). Foi aprovado pela Comisséo de Etica
no Uso de Animais (CEUA-UFPB), sob o parecer de nimero 1975060318 (anexo
1) e foi conduzido de acordo com os principios éticos preconizados pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA, 2019).

3.2 Animais

Foram utilizados 200 ratos adultos Wistar (Rattus novergicus), machos e
fémeas, com 14 meses de idade (aproximadamente 60 semanas), pesando entre
250 e 450 gramas. Os animais foram provenientes da Unidade de Producao
Animal - Biotério Prof. Thomas George da UFPB, e apés a chegada no
laboratoério foram submetidos a avaliacdes clinicas e do historico meédico, além
de um periodo de adaptacao (30 dias). Posteriormente, foram alocados em mini-
isoladores de polisulfona (1154cmz area piso), com lotacdo maxima de quatro (4)
animais, no sistema de estante ventilada (rack) face dupla (Figura 5).

O sistema utilizado promove uma maior eficiéncia na troca de ar
(insuflacéo e exaustédo) dos mini-isoladores, fazendo a injecao de ar filtrado e a
remocdo da umidade excessiva e dos principais gases toxicos sistémicos
(amodnia e CO2). Além disso, o sistema ainda impede a contaminacao cruzada,
disperséo de alergénicos e promove bloqueio de ruidos e odores (Alesco, 2020).
Durante todo o periodo experimental foram utilizadas as configuracfes para 40
trocas de ar dos mini-isoladores a cada 60 minutos.

Os animais foram mantidos sob ambiente controlado, com temperatura
constante (22+2°C) e ciclo claro-escuro de 12 horas (6—18 horas). A agua foi
filtrada e fornecida ad libitum através de bebedouro de polisulfona (700 ml), com

bico de aco inoxidavel em modelo deitado. A racdo comercial peletizada Labina
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Presence® foi fornecida de acordo com as instrucdes do fabricante, sendo 12 a

30g/animal/dia.

Figura 5. Rack ventilado Série Ventilife e mini-isoladores de polisulfona (1154cm?

area piso). Imagem do fabricante: Alesco, 2020.

3.3 Delineamento experimental

Este estudo tem carater prospectivo longitudinal e foi delineado em
paralelo de forma randomizada e placebo-controlada. Os animais foram
distribuidos em quatro (4) grupos com 50 individuos cada: machos tratados com
placebo (MP), machos tratados com nitrato inorganico (MT), fémeas tratadas
com placebo (FP) e fémeas tratadas com nitrato inorganico (FT). A intervencgao
neste trabalho objetiva o fornecimento adicional, de forma crénica, de nitrato
inorganico por via oral, a partir de uma idade pré-estabelecida (15 meses) até a
morte natural dos individuos.

Para os grupos tratados com nitrato, o fornecimento ad libitum de agua foi
substituido por uma solucéo tratamento de nitrato inorganico (10mM), feita pela
adicdo de 0,85mg/L de nitrato de sodio (NaNOsz - Sigma-Aldrich n°221341) a

agua filtrada de beber. Para os grupos controles foi ofertada agua filtrada da



43

mesma fonte sem aditivos, também de modo ad libitum. As solugbes tratamento
e controle foram trocadas a cada 48 horas e ndo houve alteragbes no
fornecimento de ragao.

Diversas pesquisas demonstram que a suplementacéo na dose de 10mM
de nitrato inorganico na agua de beber foi relacionada com efeitos benéficos a
curto prazo (Gao et al., 2014; Guimarées et al., 2019; Cordero-Herrera et al.,
2020). Do mesmo modo, o efeito positivo do consumo de nitratos sobre a saude
e a progressao de doencas ja foi descrito pelo nosso grupo de pesquisa em
varias outras dosagens, vias e modelos experimentais, como revisado por
Lundberg e colaboradores (2018). Entretanto, ndo existem avaliacbes para o
consumo crénico de nitrato inorganico e seus efeitos sobre a longevidade e

envelhecimento, em modelos experimentais com animais vertebrados.

3.4 Acompanhamento clinico

A partir do inicio das intervencdes com nitrato e placebo (15 meses de
idade), os animais foram acompanhados semanalmente até a morte natural.
Dessa forma, a cada sete (7) dias foi realizada avaliacéo clinica, bem como a
avaliacdo do consumo de agua, estado mental, presenca de disturbios
locomotores, alteracdes dermatoldgicas, dentarias e neoplasicas. Ademais, a
morte natural dos animais por senescéncia foi monitorada e registrada (tempo
de vida).

Por se tratar de um acompanhamento observacional, nenhuma
intervencdo de cunho clinico ou tratamento concomitante foram realizados. No
entanto, nos casos de deteccdo de quaisquer sinais de dor e sofrimento, os
animais foram prontamente eutanasiados com a associacdo de xilazina (10
mg/kg) e cetamina (75mg/kg) por via intraperitoneal, com adicdo de metodologia
complementar (exsanguinagao), como preconizado pelo Conselho Nacional de
Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA, 2019).

3.5 AvaliacBes bioquimicas periddicas

Com periodicidade de trés (3) meses, a partir do inicio das intervengoes,

os animais foram submetidos a avaliagcbes laboratoriais para determinacdo do
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estresse oxidativo, funcao renal, hepatica e perfil lipidico a partir de amostras de
Soro.

Para a coleta de sangue, os animais foram retirados individualmente dos
mini-isoladores, posicionados em bancada limpa e em seguida alocados em
contensores de acrilico especificos de acordo com o tamanho. Apés a contencao
fisica e a higienizacdo da cauda com &lcool 70%, seringas (3ml) e agulhas
(0,3x13mm) descartaveis foram utilizadas para puncdo e coleta de
aproximadamente 1 ml de sangue da veia lateral da cauda. Volume sanguineo
colhido esté de acordo com o recomendado pelo CONCEA (2019), que preconiza
a coleta méxima de 10% do volume circulante.

ApOs a coleta, as amostras foram colocadas em tubos de Eppendorf (2ml)
e submetidas a centrifugacao a 3000rpm por 10 minutos para separacao do soro.
Em seguida, foram armazenadas (-20°C) até a avaliacdo bioquimica em no

maximo sete (7) dias.

3.5.1 Estresse oxidativo

O estresse oxidativo € comumente estimado pela quantificacdo de
produtos produzidos pelos danos causados pela oxidacdo. Nesse sentido, foi
proposto por Ohkawa e colaboradores (1979) a analise do malondialdeido
(MDA), um dos produtos finais da peroxidacéo lipidica, por meio de rea¢des com
0 acido tiobarbiturico (ensaio TBARS).

Para a execucdo do ensaio TBARS, 0 soro congelado apds a coleta foi
mantido em temperatura ambiente por 30 minutos. ApOs esse periodo, uma
aliquota de 250 pl foi separada e submetida ao banho seco a 37°C por 1 hora.
Em seguida, 400 ul de acido perclérico foi adicionado e a mistura centrifugada a
14000 rpm durante 20 minutos, a 4 °C. O sobrenadante foi removido, misturado
com 400 ul de acido tiobarbiturico a 0,6% e incubado a 100 °C por 1 hora. Apés
o retorno a temperatura ambiente, a absorbancia da amostra foi mensurada em
532 nm em espectrofotometro e os resultados foram tabelados e expressos

como nmol de MDA/ml de soro.

3.5.2 Avaliag&o hepatica, renal e lipidica
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As avaliacdes bioquimicas foram realizadas a partir dos kits comerciais da
marca Bioclin® (Minas Gerais, Brasil). Para a avaliacdo hepatica, foram
utilizados kits para dosagem sérica das enzimas de extravasamento alanina
amino transferase (ALT) e aspartato amino transferase (AST) e das enzimas de
inducao, gama glutamil transferase (GGT) e fosfatase alcalina (FA). A avaliacédo
renal, por sua vez, foi realizada por meio da dosagem dos principais
biomarcadores séricos da funcdo glomerular renal, ureia e creatinina. E o perfil
lipidico, avaliado por meio da dosagem do colesterol total e os niveis séricos das
lipoproteinas de alta densidade (HDL).

Apos a execucao dos protocolos especificos para cada componente, as
amostras foram submetidas a mensuragdo da absorbancia em espectrometria
(Analisador Automatico ChemWell-T). Os valores observados foram aplicados
em formulas de correcdo especifica para calculo das quantidades séricas de

cada parametro avaliado (Tabela 1).

Tabela 1: Descricdo dos componentes da avaliacdo bioquimica e metodologia

utilizada. Informacdes do fabricante Bioclin® (Minas Gerais, Brasil).

Perfil Componente Unidade  Metodologia = Comprimento
avaliado de onda
Hepatico ALT U/L Cinética (UV) 340 nm
Hepatico AST U/L Cinética (UV) 340 nm
Hepatico FA U/L Cinética IFCC 405 nm
Hepatico GGT U/L Cinética IFCC 405 nm

. Cinética em
Renal Ureia mg/dL . 340 nm
tempo fixo
o Cinética

Renal Creatinina mg/dL o 510 nm

colorimétrica

o Enzimatica
Lipidico Colesterol total | mg/dL o 550 nm

Colorimétrica

o Enzimatica

Lipidico HDL mg/dL 500 nm

colorimétrica

3.6 Reatividade Vascular
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De modo a normalizar a avaliagdo, apenas animais que receberam as
intervencdes com nitrato e placebo por mais de 12 meses e até 18 meses foram
utilizados para andlise da reatividade vascular. Assim, nos casos onde houve
deteccdo de quaisquer sinais de dor e sofrimento, os animais dessa faixa de
idade (27 a 33 meses) foram imediatamente eutanasiados. Apds a eutanasia,
realizou-se uma incisdo Unica na linha alba para acesso a cavidade abdominal.
Feito isso, a artéria mesentérica cranial foi identificada, removida e incubada em

solucéo Tyrode de imediato.

Todos os reagentes e sais utilizados foram obtidos da Sigma-Aldrich® e a

composicao da solucao fisiolégica Tyrode esta representada na tabela abaixo:

Tabela 2: Composicdo da solucdo fisiologica Tyrode em mM (TANAKA et
al.,1999).

SAL CONCENTRACAO (mM)
NaCl 158,3
KClI 4,0
CacCl, 2,0
MgCl, 1,05
NaHCO; 10,0
NaH,PO, 0,42
CeH1206 5,6

Em seguida, a artéria foi dissecada e seccionada em anéis com 1-2 mm
de comprimento. Os anéis foram imersos em cubas (10ml) e suspensos
verticalmente, por linhas de algoddo fixadas a um transdutor de forca
(PowerLab™, ADInstruments, MA, EUA). Os tecidos foram mantidos em Tyrode,
a 37° C, gaseificada com uma mistura de 95% de O e 5% de CO (carbogénio),
com pH constante entre 7,2 e 7,4. Os anéis foram, entdo, submetidos a uma
tensdo basal de aproximadamente 0,75 g, por um periodo de 60 min. Durante
este periodo, a solucao do banho foi trocada a cada 15 minutos para prevenir a
interferéncia de metabdlitos, e a tensdo basal foi ajustada quando necessario
(ALTURA, ALTURA,1970).
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Mudancas na tensao isométrica foram captadas pelo sistema de aquisicéo
CVMS (Miobath-4, WPI, Sarasota, EUA). Apés o periodo de estabilizacdo de 60
minutos, foi realizado o teste de avaliacdo da integridade endotelial dos vasos.
Para isso, inicialmente induziu-se a contragdo do anel com fenilefrina (FEN
10uM), um agonista a-adrenérgico; foram considerados viaveis os anéis que
obtiverem uma contragéo superior a 0,30g. A presenca do endotélio funcional foi
verificada pelo relaxamento dos anéis apds adi¢ao de acetilcolina (ACh, 10 uM),
um agonista dos receptores muscarinicos. Foram considerados com endotélio
funcional os anéis com relaxamento superior a 60% sobre pré-contracdo com
fenilefrina. Vale ressaltar ainda que, por se tratar de animais idosos, este € um
valor consideravelmente menor do que o estipulado comumente (80%), como
discutido por Matz e colaboradores (2000). Ademais, quando o relaxamento foi
inferior a 60% e superior a 10%, os anéis foram descartados, e foram
considerados sem endotélio quando o relaxamento foi inferior a 10%.

Apos o teste de viabilidade endotelial foi realizada a avaliagdo da resposta
contratil dos anéis a fenilefrina (FEN) por meio da adicdo ao banho de
concentracdes crescentes de maneira cumulativa de FEN (0,1 nM — 10 uM) com
intervalos de 3 minutos, de modo a compor uma curva concentragao-resposta
do efeito constritor da droga. Em seguida, apds as lavagens e o periodo de
estabilizacdo, a avaliacdo do relaxamento dos anéis foi avaliada.

Para a avaliacdo do relaxamento se fez necessaria a contracao dos anéis
com FEN (10 pM) e, a partir do tbnus dessa contracdo, concentracdes
cumulativas e crescentes de nitroprussiato NPS (0,1 nM — 10 uM) foram
adicionadas ao banho, com intervalos de trés minutos entre cada concentragao,
para 0s anéis que indicaram auséncia de endotélio no teste realizado
previamente. JA nos anéis que indicaram presenca de endotélio funcional apés
a contracao com FEN, concentracdes cumulativas e crescentes de ACh (0,1 nM
— 10 pM) foram adicionadas ao banho, também com intervalos de trés minutos
entra cada concentracdo. Dessa forma, as respostas obtidas apés a adicdo de
NPS (E-) e ACh (E+) foram utilizadas para a obtencao das curvas concentracao-

resposta.

3.7 Avaliagéo Histopatologica
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Em caso de 6bito por senescéncia ou eutanasia (vide 3.4), foi realizada a
necropsia com fotodocumentacéo do animal, seguida pela avaliagéo clinica dos
demais individuos que compartilhavam o mesmo mini-isolador.

Durante as necropsias, todos os sistemas organicos foram avaliados
macroscopicamente, e amostras de rim, coracédo, figado, cérebro, cerebelo e
intestinos foram coletados para a confeccdo de laminas e avaliacédo
histopatolégica. Vale ressaltar que em casos de alteracdes macroscopicas em
outros orgaos, fragmentos também foram coletados e analisados.

A coleta das amostras foi realizada por meio da remocéo de 1-2 cm? do
tecido fresco e incubacdo em solugdo de formol 10% para fixagdo, onde
permaneceram por no maximo 3 meses até a confec¢do das laminas utilizando
o protocolo adaptado de Carvalho e colaboradores (2019).

O inicio do processamento histoldgico foi realizado pela inclusdo das
amostras em parafina. Inicialmente, os tecidos foram desidratados utilizando
alcool etilico em concentracbes crescentes (70% - 90% - 95% - 100%),
diafinizados pelo xilol e impregnados em parafina liquida na estufa (60°C). Em
seguida, foram incluidos em blocos uniformes de parafina, para que os cortes
transversais usando o microtomo (espessura padrdo - 5um) pudessem ser
realizados. Por fim, as amostras ja distribuidas nas laminas de vidro foram
submetidas a coloracéo pela hematoxilina-eosina (HE) para posterior montagem
e analise histopatolégica em microscopia de luz.

Apés a coloracdo e secagem, as laminas foram digitalizadas e avaliadas
por profissionais especializados do Laboratério de Patologia Veterinaria do
Hospital Veterinario (HV/CCA/UFPB), com o objetivo de identificar a causa

mortis.

3.8 Andlise Estatistica

O tempo de vida total dos animais foi utilizado para compor as curvas de
sobrevivéncia (Kaplan-Meier), que foram analisadas pelo teste estatistico de
Mantel-Cox (Log-rank) e teste “t” de Student.

Os resultados do consumo de agua, tempo de vida e analises bioquimicas

foram expressos como média + desvio padrdo da média. A comparagdo foi
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realizada pelo teste ANOVA (One-Way) seguido pelo pés-teste de Tukey. A
diferenca entre as médias foi considerada significativa quando p<0,05.

Para a avaliacdo da reatividade vascular, as curvas concentracao-
resposta, os valores de Emax (Efeito maximo) e o pD2 (logaritmo negativo da
concentracao que produz 50% do Emax) foram obtidos por regresséo nao-linear.

Os dados foram analisados e plotados em graficos por meio do programa

GraphPad Prism verséo 6.0.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Consumo de agua e nitrato inorganico (NaNO3)

A manutencgéo do volume e da osmolaridade dos fluidos corporais, assim
como adequadas respostas adaptativas aos possiveis estresses osmoéticos do
decorrer da vida, sdo medidas cruciais para a sobrevivéncia das espécies. No
entanto, a longo prazo, o processo de envelhecimento é responsavel por
alteracbes significativas nos mecanismos fisiolégicos do balanco
hidroeletrolitico, além de uma reduc¢éo consideravel na proporcao de fluidos no
organismo (Humanos: recém-nascidos = 70% / idosos = 50%)(Hooper et al.,
2014).

Em individuos idosos, estudos demonstram variagcdes na ingestdo de
agua diaria, bem como uma maior osmolaridade plasmatica, diminuicdo da
percepcao da sede (aumento da saciedade) e reducédo da sensibilidade dos
barorreceptores (Begg et al., 2017). Tais achados, somados ao efeito do tempo
sobre a capacidade de conservar agua e concentrar a urina dos rins, fazem com
gue haja um aumento do risco de desidratacdo da populacédo idosa (Hooper,
2016).

Ademais, o envelhecimento também esta relacionado com uma reducéo
significativa das reservas de fluido do organismo. O tecido muscular (70% de
agua) e o tecido adiposo (10-40% de agua) sdo exemplos onde a reducao
gradativa da massa tecidual leva a um esgotamento mais rapido das reservas
de agua em animais longevos (Hooper et al., 2014).

Nesse ambito, a hipovolemia € o principal estimulo para a liberacdo de
renina pelos rins e, consequentemente, a ativacdo do sistema renina-
angiotensina-aldosterona (SRAA). Nesse sistema, a angiotensina Il (ANGII)
pode atuar de forma central, estimulando a sede, o apetite ao sodio e a liberacéo
de vasopressina no cérebro (6rgaos circunventriculares, lamina terminal e areas
limbicas) (Yoon; Choi, 2014; Nakagawa et al. 2020).

A ANGII ainda apresenta efeitos periféricos, como potente substancia
vasoconstritora e principal estimuladora da liberagdo de aldosterona pela
glandula adrenal, que por sua vez reduz a perda de sodio na urina e estimula a

ingestao de sal. Entretanto, estudos demonstram que com o envelhecimento ha
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uma reducdo gradativa da atividade do SRAA em diversos niveis e, por
conseguinte, uma maior predisposi¢éo a disturbios no equilibrio hidroeletrolitico
(Yoon; Choi, 2014; Cognuck et al., 2020; Nakagawa et al. 2020).

Além das alteracdes diretas do envelhecimento, as diferencas entre
machos e fémeas também refletem sobre as respostas fisiologicas e
comportamentais do balanco de sal e 4gua do organismo. Os efeitos sao
principalmente mediados pelos hormoénios sexuais: testosterona para os machos
e estrogeno para as fémeas (Xue et al., 2013; Santollo et al., 2017).

Ainda referente ao efeito do sexo, as fémeas apresentam maiores
respostas dipsogénicas (maior consumo de agua), frente a diferentes estimulos
osmaticos e de volume, além de apresentarem maior preferéncia por solucdes
salinas do que os machos de mesma idade (Santollo et al., 2017). Cognuck e
colaboradores (2020), demonstram diferencas significativas entre 0s sexos no
consumo de sal e agua diante da privacdo de liquidos, além de variacdes em
diversos horménios envolvidos na sua regulacdo, como ANGII, vasopressina,
ocitocina e corticosterona.

No presente trabalho, a avaliacdo do consumo diario de agua foi realizada
a cada trés meses a partir do inicio das intervencdes (15 meses de idade), no
entanto, ndo foram observadas alteracfes significativas relacionadas a
passagem do tempo, em nenhum dos grupos. Tal observacdo é similar ao
encontrado por Cognuck e colaboradores (2020), onde demonstram que, em
condi¢des normais, 0s animais com 18 meses de idade consomem a mesma
guantidade de agua e solucdo salina do que animais com 3 meses de idade.
Entretanto, os autores ressaltam que o envelhecimento € responsavel por
alteracdes nos mecanismos compensatorios diante de situacdes de estresse
osmotico (privacao de agua).

Sobre a avaliagcdo do consumo de fluidos em modelos animais, cabe
destacar que todos os dados utilizados para a avaliacdo do consumo de agua
neste trabalho foram normalizados pelo peso corporal e expressos na forma do
consumo diario em mililitros (ml) a cada 100g de peso vivo. Tal discussao e
metodologia foram propostos por Santollo e colaboradores (2017), que
descrevem variagcbes dos resultados de acordo com o peso corporal dos
individuos, sobretudo nas avaliacdes entre machos e fémeas, e reforcam a

importancia da normalizacdo para analise dos dados.
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Dessa forma, outro ponto avaliado neste trabalho foi o efeito do sexo
sobre o consumo diario de agua. A priori, 0s animais do sexo masculino
apresentaram um consumo individual maior de agua, no entanto, oS mesmos
apresentaram peso corporal quase duas vezes maior que as fémeas (machos =
494,3+99,3g / fémeas = 268,6+41,7g). Sendo assim, apds a normalizacdo dos
resultados pelo peso corporal (Santollo et al., 2017), foi possivel observar que
as fémeas apresentam um consumo diério maior de agua (13,42+0,18), quando
comparadas aos machos (11,19+0,33) (Figura 6A).
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w
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Figura 6. Avaliacdo do consumo diario de agua suplementada ou ndo com nitrato
inorganico (10mM), em animais idosos de ambos o0s sexos. (A) Avaliacdo do
efeito do sexo, consumo de fémeas e machos (ambos os grupos). (B) Avaliacéo
do efeito das intervencdes por grupo experimental. Valores normalizados pelo
peso corporal (mililitro / 100g peso vivo), onde *p<0,05.

Nesse aspecto, é sabido que os hormoénios sexuais femininos tém efeitos
sobre o balanco hidroeletrolitico e na fisiologia da ativacdo do SRAA. Além disso,
diversos estudos ja demonstram que além do maior comportamento
dipsogénico, as respostas aos diferentes estimulos osmaéticos e de volume séo
mais evidentes em fémeas do que em machos (Santollo; Daniels, 2015; Santollo
et al., 2018).

Ainda no tocante ao efeito do sexo sobre o balanco hidroeletrolitico,
pesquisas descrevem que as fémeas apresentam maior apetite ao sal quando
comparadas aos machos, tanto em animais jovens (Santollo et al., 2017), quanto
idosos (Cognuck et al., 2020). Achados que corroboram com os resultados deste
trabalho, onde, ao dissociar os grupos experimentais, foi possivel identificar que

ndo existem diferengcas no consumo de 4gua para os animais machos que
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consumiram nitrato e solucao placebo. No entanto, para as fémeas, ha um maior
consumo de solucdo contendo sal, ha forma de nitrato de s6dio (NaNOz 10mM),
do que a solucéo placebo (Figura 6B).

O registro e avaliagdo do consumo de fluidos permitem ainda estimar a
guantidade aproximada de nitrato de sédio ingerida diariamente pelos animais,
neste trabalho. Dessa forma, com base nos resultados da ingestdo hidrica (ad
libitum) dos individuos tratados com nitrato (Figura 6B) e a concentracdo da
solucao (NaNOs 10mM), foi possivel estimar que os animais do sexo masculino
consumiram individualmente, em média 51,2+13,1 mg, e as fémeas, 33,416,4
mg de nitrato de sodio por dia.

Levando em consideragcao as correcdes pelo peso corporal (Santollo et
al., 2017), cabe destacar a inverséo dos resultados e o maior consumo de nitrato
para os animais do sexo feminino, sendo de aproximadamente 12,4 mg a cada
100g de peso vivo por dia. Ja nos animais do sexo masculino, 0 consumo
aproximado foi de 9,79 mg de nitrato, também a cada 100g de peso vivo por dia.

Estudos demonstraram que a suplementacdo na agua de beber com
nitrato de sodio na concentracdo de 10mM durante 10 dias (Gao et al.,2015) e
14 dias (Guimarédes et al., 2019) foi responsavel pelo aumento significativo
(quase trés vezes maior) das concentracdes de nitrato (NO3) e nitrito (NO>), tanto
no plasma quando no liquido cerebrospinal. Esses resultados validam a
eficiéncia da via nitrato-nitrito-6xido nitrico a partir do consumo dietético de
nitrato de sodio nesta concentracao.

Em paralelo com a ingestdo e suplementacdo natural em humanos, o
consumo de nitratos inorganicos apresenta variacdes consideraveis de acordo
com os habitos alimentares. Além de serem componentes naturais encontrados
em vegetais de folhas verdes escuras, 0s nitratos também sao utilizados como
aditivos em alimentos processados e afetam positivamente a aparéncia, o sabor,
a seguranca e a qualidade dos produtos, especialmente de carnes curadas
(Bedale et al., 2016).

Roila e colaboradores (2018), avaliaram a concentrac&o de nitrato e nitrito
em diferentes vegetais e carnes curadas comuns na dieta de individuos na Italia.
No trabalho, os autores descrevem que 0s vegetais com maiores concentragdes
de nitrato sdo: racula (4415mg/kg), rabanete (3817mg/kg) e espinafre

(2036mg/kg). Entre as carnes, as concentra¢cées sdo muito menores quando
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comparadas aos vegetais, no entanto, destaca-se a “Bresaola”, carne bovina
seca envelhecida por dois ou trés meses (188mg/kg), e o0 bacon suino
(178mg/kg).

Além do consumo de alimentos, os nitratos também podem ser ingeridos
através da agua de beber. Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (2016), o
nivel maximo de nitrato em abastecimento publico de 4gua potavel é de 50mg/L.
Contudo, cada pais pode adotar adaptacBes das diretrizes preconizadas, como
por exemplo, nos Estados Unidos onde o0 maximo permitido é de 10mg/L (Ward
et al., 2018).

Diante do exposto, a suplementacdo crénica com nitrato inorganico nao
foi responsavel por desenvolver alteragBes no equilibrio hidroeletrolitico de
animais idosos, além de preservar as caracteristicas inerentes ao sexo, no
tocante ao consumo diario de sal e agua. Nesse aspecto, 0 consumo crénico de
nitrato pela populacao idosa parece seguro, todavia, mais estudos que avaliem

seu custo-beneficio sdo necessarios.

4.2 Tempo de vida e curvas de sobrevivéncia

A longevidade e o envelhecimento, em especial o envelhecimento
saudavel, estdo entre os fenotipos mais complexos estudados atualmente. A
analise do tempo de vida total dos individuos e suas variacbes ao longo da
evolucdo das espécies € um dos principais parametros para o estudo desses
fendtipos (Singh et al., 2019). Assim, estima-se que o tempo de vida util seja
determinado por fatores genéticos (apenas 25%) e fatores pds-genéticos, como
o estilo de vida, héabitos alimentares e a influéncia do ambiente a qual o
organismo estda inserido (Brooks-Wilson, 2013).

A respeito dos mecanismos regulatérios do tempo de vida, estudos
recentes descrevem que 0s organismos complexos detém sistemas genéticos
de regulacéo espécie-especificos para eventos do inicio da vida, como o controle
do desenvolvimento, crescimento e reproducdo. Esses sistemas tém como
objetivo impor limites e restricdes funcionais do organismo e, dessa forma,
acabam por determinar a progressdo da vida e a longevidade dos individuos.
Assim, por parecem promover um “limite natural” a vida, tais mecanismos sao

alvos de extensas pesquisas que objetivam, através de manipulagcéo genética ou
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farmacoldgica, flexibilizar e estender a duragédo da vida das espécies (Baati et
al., 2012; Dong et al., 2016).

Ainda sobre tais pesquisas, por questdbes que envolvem desde as
similaridades fisiolégicas até o custo envolvido, a maioria dos estudos
envolvendo ciéncias bioldgicas e da saude utilizam modelos murinos (Dutta;
Sengupta, 2016). Quanto aos estudos de longevidade e envelhecimento, mesmo
havendo uma diferenga relevante entre o tempo maximo de vida, os murinos
ainda compdem os principais modelos para estudos translacionais nesta
temética, pois além do custo-beneficio favoravel, também apresentam
similaridades significativas no processo metabdlico e nos mecanismos
moleculares que determinam o envelhecimento (Demetrius; 2006; Dultta;
Sengupta, 2016).

A expectativa de vida de ratos de laboratorios utilizados em modelos
experimentais é de 2,5 a 3,5 anos, com media de 3 anos. Em paralelo com a
expectativa de vida humana (~70 anos), 1 ano para os humanos equivale a 2
semanas (13,4 dias) na expectativa de vida desses animais. Tais dados norteiam
a possibilidade de translacdo dos estudos sobre envelhecimento e longevidade,
principalmente aqueles que envolvem o possivel aumento ou diminuicdo do
tempo de vida dos individuos (Andreollo et al., 2012; Sengupta, 2013).

O presente trabalho avaliou continuadamente os efeitos do consumo de
nitrato inorganico sobre a longevidade e o envelhecimento de ratos Wistar
machos e fémeas idosos. Os animais foram monitorados a partir do inicio das
intervencdes, e os dados do tempo de vida total dos individuos foram obtidos a
partir da contagem total de dias entre as datas de nascimento e ébito.

Dessa forma, a partir dos valores combinados de machos e fémeas, foi
possivel obter uma média de 886,7+168,2 dias de vida para o grupo placebo e
862,6+185,3 dias para 0 grupo que consumiu nitrato inorganico a partir dos 15
meses de idade. Tais valores ndo apresentam significancia estatistica a partir do

teste-t pareado (Figura 7A).
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Figura 7. Tempo total de dias de vida de ratos Wistar idosos tratados com nitrato
inorganico e solucao placebo. (A) Efeito do tratamento sobre o tempo de vida
(géneros combinados). (B) Efeito do sexo sobre o tempo de vida (intervencgdes
combinadas).

No entanto, ao isolar o fator sexo (combinando os grupos placebo e nitrato),
foi possivel identificar um tempo de vida maior (aproximadamente 15,4%) nas
fémeas (950,0+138,9 dias) quando comparados aos machos (799,4+179,4 dias),
valores que foram significativamente diferentes (Figura 7B). Tais dados ratificam
0 encontrado na literatura, onde as fémeas apresentam maior expectativa de
vida em diversos modelos animais, inclusive em humanos (Austad; Fischer;
2016; Davis et al., 2018).
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Ainda no que se refere aos efeitos do nitrato, os grupos foram dissociados

e comparados de acordo com o sexo (Figura 8). Quanto as fémeas, 0 grupo que

recebeu a solucdo placebo obteve uma média de 951,0+150,1 dias de vida,

enquanto o grupo suplementado com nitrato inorganico teve média de 949+128,2

dias de vida, dados que ndo apresentam diferenca consideravel a partir do teste-
t pareado (p=0,9405) (Figura 8A).
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Figura 8. Tempo total de dias de vida de fémeas (A) e machos (B) tratados com
nitrato inorganico por via oral a partir dos 15 meses de idade e solu¢éo placebo.

Os valores foram comparados utilizando o teste-t pareado.

Quanto aos machos, os resultados também n&o apresentaram diferencas

em relacdo ao tratamento (p=0,1159). Os machos placebo obtiveram uma média



59

de 822,5+161,9 dias de vida, e os machos tratados com nitrato inorganico, tempo
de vida médio de 776,2+194,1 dias (Figura 8B).

Tais dados sugerem que, a priori, 0 consumo cronico de nitrato ndo exerce
nenhuma influéncia sobre o tempo de vida e a longevidade dos individuos,
independente do sexo. No entanto, cabe ressaltar que o tempo total de vida é
apenas uma variavel e faz parte das metodologias “classicas” de analise
estatistica, com considera¢fes quanto aos seus métodos em estudos a longo
prazo. Neste cenario, as analises de sobrevivéncia, uma categoria estatistica
especifica, se faz mais adequada (Schober; Vetter, 2018).

De acordo com Botelho e colaboradores (2009), as analises classicas ndo
utilizam dados “incompletos”, ou seja, as amostras que n&o atingiram o tempo
total previsto, sdo censuradas. Situagcdo comum nos casos onde ha perda de
dados durante a fase de coleta, desisténcia, morte dos animais experimentais,
entre outras intercorréncias.

Ja em uma analise de sobrevivéncia, todos os dados podem ser utilizados
até o momento onde houve a interrupcdo da coleta, caracteristica que
classificam esses métodos como ideais para diversos modelos experimentais,
como: (1) os estudos com respostas binarias (desenvolver ou ndo um evento X),
(2) delineamentos longitudinais — que se caracterizam por um longo periodo de
coleta, (3) estudos com periodos diferentes de analises entre os individuos, e (4)
aqueles com variacdes significativas na quantidade de unidades amostrais pelo
tempo. Dessa forma, as analises de sobrevivéncia sdo as mais utilizadas em
estudos sobre longevidade e envelhecimento, que apresentam na maioria das
vezes todas as consideracdes supracitadas (Davis et al., 2018).

Além do exposto, por serem calculadas ponto-a-ponto e de forma continua,
as analises de sobrevivéncia avaliam a rapidez com que o0s participantes
desenvolvem determinado evento (desfecho). Ou seja, é possivel avaliar o risco
e ritmo que os eventos se expressam nos diferentes grupos. Diferente da forma
classica, que avalia o resultado final dos eventos em um periodo determinado,
por exemplo, as percentagens de pessoas doentes e ndo-doentes em um ano
(George et al., 2014).

Assim, temos que a andlise dos dados de sobrevivéncia é Unica, pois o
interesse da pesquisa é tipicamente uma combinacg&o de ocorréncia ou ndo do

evento (resultado binario) e quando ocorreu (resultado continuo). Tais dados séo
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obtidos a partir de técnicas estatisticas especificas e apresentam caracteristicas
individuais de andlise e interpretacdo (Botelho et al., 2009). A comparacgéo das
técnicas utilizadas nos diferentes tipos de andlise foi expressa na Tabela 3.
Levando em consideracdo a literatura especifica e as caracteristicas
inerentes a esta pesquisa — como as diferencas nas datas de inicio de
tratamento e a possibilidade de 6bito a qualquer momento (delineamento “end-
of-life”) —, as técnicas de sobrevivéncia sdo essenciais para a andlise da
presenca dos efeitos causados pelo consumo crdnico de nitrato inorganico, o
tempo necessario para sua expressdo e a diferenca entre 0os sexos. As
ferramentas estatisticas utilizadas nesta pesquisa foram baseadas no modelo
utilizado por Davis e colaboradores (2018), que descreve o aumento do tempo
de vida relacionado com o0 sexo genético da fémea (XX) em comparacdo aos
machos (XY) sobre o tempo de vida, utilizando animais transgénicos com sexo

gonadal invertido (XX com testiculos e XY com ovarios).

Tabela 3: Comparacdo entre as técnicas estatisticas utilizadas nas analises
convencionais “classicas” e nas analises de sobrevivéncia. Adaptado de Botelho
e colaboradores (2009).

Analise Anélise de
“classica” sobrevivéncia
Organizacdo dos resultados Tabela convencional Tabela de sobrevida
Apresentacdo dos resultados Grafl.co de barras, Curva de Kaplan-Meier
histograma
Medidas de associacéo Risco relativo, Odds ratio Hazard ratio
Testes de significancia Teste t-student, ANOVA, Teste de log-rank
(Andlise univariada) Teste X2

Regresséo de COX
Regresséo multivariada (Cox Proportional
Hazards Models)

Testes de significancia
(Andlise multivariada)

Os dados colhidos durante o periodo de acompanhamento clinico dos
grupos experimentais foram utilizados para construcéo das tabelas de sobrevida
e as curvas de sobrevivéncia de Kaplan-Meier, enquanto os grupos foram
comparados pelo teste de log-rank e o risco estimado pelo Hazard ratio (HR).
Tais curvas dividem o tempo de seguimento em intervalos cujos limites
correspondem a data exata do evento, sendo, portanto, mais preciso. Neste
trabalho, o evento determinante para a analise e construcao das curvas € o 6bito

dos animais por via natural ou eutanasia.
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Primeiramente, foi analisada a influéncia da intervencdo sobre a
sobrevivéncia, através da combinacdo dos dados de ambos os sexos. Dessa
forma, € possivel avaliar que as curvas se sobrepdem, e ao analisar 0s
resultados ponto-a-ponto, ndo existem diferencas relevantes entre 0s grupos
tradados com nitrato inorganico e placebo (Figura 9). Tais resultados corroboram

os valores do tempo de vida total mostrados anteriormente.
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Figura 9. Curva de sobrevivéncia de Kaplan-Meier e comparacéo entre 0s grupos
pelo teste de log-rank (dados de género combinados). Os valores foram
considerados significativos quando p<0,05. Inicio do tratamento aos 15 meses
de idade (seta preta).

Ao analisar as curvas de sobrevivéncia Kaplan-Meier mediante os efeitos
do género sobre o tratamento com nitrato inorganico, também nédo foi possivel
identificar diferencas estatisticas no teste de log-rank (Figura 10). As curvas de
sobrevivéncias das fémeas apresentaram areas de sobreposicao e intersecao,
estatisticamente iguais entre si (p=0,4624). Além disso, em ambos 0s grupos, as
primeiras mortes foram identificadas a partir dos 670 dias de vida,
aproximadamente 7 meses apoés o inicio das intervencgdes (Figura 10A).

Os resultados foram similares aos encontrados nos machos, onde néo
foram evidenciadas alteragcbes quanto ao consumo de nitrato inorganico e

solucao placebo (p=0,5489). Entretanto, cabe destacar o desvio a esquerda das
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curvas de machos quando comparado as fémeas, ratificando o apresentado na

Figura 7B, onde o tempo de vida total foi consideravelmente menor nos machos.

Além disso, as primeiras mortes foram relatadas apdés menos de 2 meses do

inicio das intervengfes, sobretudo nos animais que consumiram nitrato

(aproximadamente 8%), valores muito abaixo da expectativa de vida da espécie

(Figura 10B).
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Figura 10. Curvas de sobrevivéncia de Kaplan-Meier e comparacdo ponto-a-
ponto pelo teste de Log-rank. Efeito do consumo de nitrato inorganico e solucéo
placebo em fémeas (A) e machos (B). Os valores foram considerados
significativos quando p<0,05. Inicio do tratamento aos 15 meses de idade (seta
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Ao comparar o efeito do sexo, as fémeas apresentam dados de
sobrevivéncia melhores, além de ndo apresentarem episddios de mortes
precoces e um tempo de vida médio maior (15,4%). Comparando fémeas que
consumiram nitrato com machos que também consumiram nitrato inorganico, 0s
resultados se repetem: os efeitos do consumo de nitrato foram mais expressivos
em fémeas (p=0,0008).

Ainda sobre as andlises de sobrevivéncia, para dimensionar o efeito entre
0S grupos experimentais foi utilizada uma medida de associagdo chamada
Hazard ratio (HR), com interpretacdo semelhante ao risco relativo (Tabela 4). O
Hazard € a probabilidade de ocorréncia de um evento em fungcdo do tempo.
Neste trabalho, o evento norteador € a morte, ou seja, o Hazard do grupo é a
probabilidade de algum animal vir a 6bito em determinado ponto da curva. Sendo
assim, a razéo entre os Hazard (Hazard ratio) dos grupos compara a incidéncia
instantdnea com que 0s eventos ocorrem nos diferentes grupos. Dessa forma, é
possivel analisar se o tratamento (e/ou o sexo) aumenta ou diminui o risco de
morte entre os grupos experimentais (Miot, 2017). Os dados da anélise do HR

foram descritos na Tabela 4.

Tabela 4: Hazard ratio e intervalo de confianca (95% CI) obtido a partir da analise
das curvas de sobrevivéncia de Kaplan-Meier para 0s grupos experimentais
(nitrato/placebo).

CURVAMDEEEKF?PLAN_ AMOSTRA HR (95% CI)

(géneros combinadod) | Niralo (ne100) 106 (0:80-1,40)
(In_tervsrtilcz)?a;j Cc)c;sr(rel)t()ci)nadas) Illﬂgrﬁg(;z ((rrlli(())(()))) 1,76 (1,32-2.35)
Fodo s s corsuna e | s Mo 1730 | seaznan
e et | Femea Placebo (neso) | 170 (117-2:69

A interpretacdo do HR é baseada na relacéo entre o risco de morte, 0 sexo
e a intervencdo, de modo que os valores inferiores a um (<1) sinalizam
resultados benéficos, onde houve reducéo do risco de morte; valores iguais a um
(=1) demonstram que ndo ha diferencas de risco entre 0os grupos; e valores
maiores que um (>1), sinalizam resultados desfavoraveis, onde houve um maior

risco de morte entre os grupos avaliados (Botelho et al., 2009).
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Com isso, foi possivel descrever as diferentes relagdes entre os grupos
experimentais e o risco de morte. Quanto ao tratamento, o consumo de nitrato
nao demonstrou altera¢des sobre o risco de morte (HR=1,06), sugerindo se tratar
de uma suplementacéo segura no que se refere a progressao da vida, resultados
gue independem do sexo e corroboram as andlises de sobrevivéncia anteriores.

No entanto, ao isolar o efeito do sexo combinando os dados das
intervengdes (placebo - nitrato), foi possivel identificar um risco 76% maior de
morte para 0s animais do sexo masculino. Resultado que estd em consonancia
com a reducdo do tempo de vida total dos machos em comparagcdo com as
fémeas (Figura 7B). Ao dissociar as intervencdes, o risco de morte se manteve
maior nos machos: sendo 76% para o grupo placebo e 81% para os machos
suplementados com nitrato inorganico, ambos comparados as fémeas com a
mesma intervencgéo (Tabela 4).

Tais achados corroboram, em partes, com os resultados demonstrados
por Moretti e colaboradores (2020), que avaliaram os efeitos da suplementacéo
com nitrito sobre a longevidade em modelo experimental com invertebrados
(moscas da fruta). Os autores verificaram que, para 0os machos, nenhuma
concentracao suplementar de nitrito foi responsavel por alteracdes no tempo de
vida total, ao passo que para as fémeas houve um aumento da expectativa de
vida em concentracdes mais baixas (0,1 e 1 uM), sugerindo um efeito sexo-
especifico desse anion sobre a longevidade. E, em ambos 0s sexos, ndo foram
descritas alteracGes causadas pela suplementacao de nitrito nas concentracdes
acima de 10 yM.

No tocante aos estudos sobre envelhecimento e longevidade, os avancos
progressivos sobre as vias e biomarcadores deste processo promovem 0
desenvolvimento de diferentes intervencdes (L6pez-Otin et al. 2013). Estas,
guando bem-sucedidas, podem aumentar a longevidade saudavel dos individuos
e, assim, desenvolver uma série de beneficios em cadeia, como o0 aumento na
gualidade de vida, produtividade e até a reducédo dos custos de saude (Bitto et
al., 2016).

Do ponto de vista pratico, a utilizacdo de compostos e mecanismos que
possam estender o tempo de vida Gtil ainda ndo € realidade. No entanto, nas
Ultimas décadas diversas pesquisas relatam abordagens benéficas quanto ao

tempo de vida e envelhecimento, seja sobre o apenas um 6rgdo, como o0
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proposto por Chen e colaboradores (2019) no aumento da vida util dos ovarios
a partir do xenotransplante de tecido adiposo marrom, ou sobre o organismo
como um todo.

Mesmo com o objetivo comum de prolongar o tempo de vida, tais
propostas de pesquisa utilizam vias completamente distintas, a exemplo das
adaptacbes nos habitos nutricionais, como a restricdo calbrica e jejum
intermitente (Ekmekcioglu, 2019), as modulacdes no perfil metabdlico (Wan et
al., 2019), a regulacado de mecanismos especificos como a autofagia (Aparicio et
al., 2019) e na microbiota intestinal (Barcena et al., 2019), e, por fim, a utilizacédo
de abordagens farmacoldgicas como a metformina (Piskovatska et al., 2019),
rapamicina (Bitto et al., 2016) e o fulereno (C60). Este ultimo promoveu o
aumento de quase o dobro da expectativa de vida em ratos, no entanto, com
ressalvas metodoldgicas, como o reduzido numero amostral (Baati et al., 2012).

Se tratando especificamente do nitrato inorganico, seu potencial benéfico
frente a diversas condicdes patologicas € amplamente relatado, sobretudo nas
Ultimas décadas, com a descricdo da via nitrato-nitrito-6xido nitrico (Carlstrom et
al., 2010; Khambata et al., 2017; Cordero-Herrera et al., 2018), o que por si so,
pode refletir diretamente na longevidade e envelhecimento dos individuos.

Ainda nesse aspecto, as dietas ricas em nitrato inorganico — aquelas com
grandes quantidades de folhas verdes escuras — também sdo amplamente
relacionadas com uma melhor qualidade de vida e consequentemente, com o
envelhecimento saudavel (Brkic et al., 2017; Vidacek et al., 2017).

No entanto, a maioria dos estudos sobre a via nitrato-nitrito-oxido nitrico,
seja a partir da suplementacdo com nitratos inorganicos (NaNO3z) ou pelo
consumo de vegetais ricos em nitratos, sinalizam a necessidade de avaliacéo
dos efeitos do consumo a longo prazo. Mesmo com resultados benéficos a curto
prazo, seu consumo cronico pode desencadear efeitos adversos ainda néo
conhecidos.

Assim, os dados apresentados neste trabalho séo inéditos e apresentam
indicios sobre a seguranca do consumo cronico de nitrato inorganico e a
auséncia de influéncia sobre a expectativa de vida e longevidade de ratos Wistar,
principalmente nos individuos do sexo feminino. Tais resultados validam os
efeitos benéficos apresentados a partir do consumo a curto prazo e sinalizam

para a seu potencial benéfico também a longo prazo. Todavia, mais
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investigacbes sobre as formas de suplementacdo e sua relagcdo dose-
dependente s&o indicadas.

4.3 Avaliacdes bioquimicas

4.3.1 Estresse oxidativo

7

O estresse oxidativo é caracterizado pelo aumento na produgcdo de
radicais livres ou pela diminuicdo nos processos de eliminacdo e metabolismo
dos mesmos (Carlstrom; Montenegro, 2019). Aqui, cabe descrever que 0s
radicais livres sdo atomos ou moléculas altamente reativas, pois tem um ou mais
elétrons desemparelhados em sua camada externa, e sao formados por todas
as células com metabolismo aerdbio do organismo a partir da perda ou aceitacéo
de um unico elétron (Liguori et al., 2018).

Tais moléculas séo subdivididas em dois grupos: as espécies reativas de
oxigénio (ROS) e as espécies reativas de nitrogénio (RNS), que se referem a
radicais reativos e derivados nado radicais do oxigénio e nitrogénio,
respectivamente (Carlstrom; Montenegro, 2019).

As espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (RONS) apresentam duas
fontes de producédo com base na sua origem: enddgenas e exdégenas. As fontes
enddégenas, como 0 nome sugere, sdo ROS oriundas do processo metabdlico
celular, como a respiracdo mitocondrial. J4 as fontes exdgenas, a poluicdo do ar
e da agua, alcool, metais pesados, radiacdo, drogas entre outros (Liguori et al.,
2018).

Com base na descricao das fontes de ROS, é possivel visualizar que o
aumento de sua producdo ou diminuicdo da eliminacdo dos radicais livres, ou
seja, o0 estresse oxidativo, € uma condicdo multifatorial e diretamente relacionada
a capacidade funcional do tecido. Nesse sentido, o estresse oxidativo foi
relacionado com a fisiopatogenia de diferentes condi¢cdes patologicas, onde
existem alteracbes na funcdo tecidual, como o cancer (Wiseman; Halliwell,
1996), morte neuronal (Ramdial et al., 2017), obesidade (Ashor et al., 2016) e
doencas cardiovasculares (Pignatelli et al., 2018).

Dessa forma, sabendo que o envelhecimento é caracterizado pela perda

progressiva da funcdo dos 6rgaos e tecidos dependente do tempo, € possivel
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correlacionar o aumento do estresse oxidativo com o tempo de vida dos
individuos. Assim, quanto maior a idade, maiores serdo os efeitos causados
pelos radicas livres nos tecidos (Wadhwa et al., 2018; Liguori et al., 2018).

Essa relacdo foi primeiramente proposta por Harman (1992), que a
chamou de teoria dos radicais livres do envelhecimento, e mais tarde
denominada como teoria do estresse oxidativo do envelhecimento, que é
baseada na hip6tese de que as perdas funcionais associadas a idade sé@o devido
ao acumulo de dano oxidativo as macromoléculas (lipidios, DNA e proteinas) por
RONS. Isso ocorre de modo a compor um ciclo de retroalimentacdo onde mais
danos funcionais sdo gerados, o que reflete em mais RONS e assim
sucessivamente (Koltover, 2017).

Os residuos dos danos oxidativos as macromoléculas, juntamente como
os sistemas de defesa antioxidante que protegem os sistemas biolégicos da
toxicidade dos radicais livres, podem ser usados como marcadores de estresse
oxidativo. Dentre estes, destacam-se a avaliacdo das enzimas antioxidantes
catalase (CAT), superoxido dismutase (SOD), glutationa peroxidade (GSH), a
avaliacdo da capacidade antioxidante total e a quantificacdo dos residuos da
peroxidacéo lipidica, como o malondialdeido (MDA)(Frijhoff, et al., 2015).

Neste trabalho, diante das possibilidades investigativas supracitadas e da
limitacdo na quantidade de soro plausivel de coleta a cada trés meses, o
indicador do estresse oxidativo avaliado foi a concentracdo sérica de MDA,
realizada periodicamente em animais idosos tratados ou ndo com nitrato

inorganico, de ambos os sexos (Figura 11A)(Tabela 5).
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Figura 11. ConcentracOes séricas de Malondialdeido (MDA) em ratos Wistar
idosos tratados com nitrato inorganico e solucdo placebo, géneros combinados
(A), machos (B) e fémeas (C), a partir dos 15 meses de idade. Descricdo do
numero de amostras pelo tempo de tratamento em anexo (Anexo 2).

Tabela 5: Concentracdes séricas de Malondialdeido (MDA) em ratos Wistar
idosos tratados com nitrato inorganico e solucéo placebo, a partir dos 15 meses
de idade. Descricdo do numero de amostras pelo tempo de tratamento em anexo
(Anexo 2). Valores expressos em media £ SEM.

GRUPOS IDADE (MESES)
15 18 21 24 27 30 33
Fémea 14,0240,9  11,78+12  12,99+1,3  9,22+14 33,4494  336+11,1 81,1+19,1
= Placebo
S .
= Fémea
5 : 14,63+1,7  1121+1,3  14,83+1,0 752+22.1*  29,5¢+6,0  93,0:26,2  49,0+134
= Nitrato
[
- Macho
13,15+1,4  11,11#1,1  35/1949,3  38,7+6,5 27,1484 13174154 12274125
<  Placebo
(|
= Macho
Nirato 11,61#0,6  9,74+0,3  18,6646,0  22,7+2,9 12,3+3,6  98,5+41,4  119,246,8

Valores expressos em média + SEM. *p<0,05 NITRATO vs PLACEBO.
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Como descrito anteriormente, o declinio funcional dependente do tempo
causado pelo processo de envelhecimento € responsavel pelo aumento do
estresse oxidativo, descricbes que corroboram os achados neste trabalho. Onde
foi possivel visualizar um aumento progressivo das concentracdes séricas de
MDA proporcional ao tempo de vida, tanto em machos (Figura 11B) quanto em
fémeas (Figura 11C), sobretudo a partir dos 27 meses de idade.

No que se refere ao tratamento, os dados sugerem que o0 consumo crénico
de nitrato inorganico nao exerceu fungdes sobre o estresse oxidativo de animais
idosos (Figura 11A — Tabela 5). No entanto, a suplementacdo com nitrato
inorganico € amplamente relacionada com a melhora no perfil oxidativo dos
individuos em diferentes modelos experimentais (Carlstrom; Montenegro, 2019;
Tian et al., 2020).

Gao e colaboradores (2015) demonstram que o tratamento crénico com
nitrato ou tratamento agudo com nitrito reduziu efetivamente o estresse oxidativo
induzido por NADPH oxidase e aumentou a formagéao de NO na microvasculatura
renal. Tais dados sdo similares aos achados benéficos do consumo de nitrato
inorganico sobre a obesidade e diabetes tipo 2 descritos por Gheibi e
colaboradores (2018).

Os efeitos positivos do consumo de nitratos inorganico sobre o estresse
oxidativo também foram demonstrados em outras condi¢des de interesse, como
sobre a doenca cardiorrenal (Carlstrom; Montenegro, 2019), diabetes (Tian et
al., 2020), injuria por isquemia e reperfusdo (Yang et al., 2017), hipertenséo
(Carlstrom et al., 2011) e sobre as alteracdes oxidativas causadas pelo exercicio
(Menezes et al., 2019).

Contudo, por se tratar de uma molécula conhecidamente téxica, o nitrato
inorganico em grandes quantidades também pode provocar quadros de
intoxicacdo aguda por alteracfes no estresse oxidativo, como descrito por Baek
e colaboradores (2015), onde demonstram que a infusdo de 12,5mg de NaNO3
diretamente no sistema vascular pelo acesso da veia jugular foi responsavel por
aumentar significativamente o estresse oxidativo (MDA e HAE) e injuria direta ao
parénguima renal em porgquinhos-da-india. Do mesmo modo, como o0 apontado
por Delgado e colaboradores (2008), onde o consumo de nitrato por via oral por
10 dias foi responsavel pelo aumento de diversos marcadores do estresse
oxidativo (MDA, SOD, GSH) de forma dose-dependente.
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Sendo assim, os efeitos do consumo de nitrato inorganico sobre o
estresse oxidativo sdo controversos e apresentam-se proporcionais a dose e ao
tempo de exposi¢cdo. Os estudos que descrevem os efeitos da ingestdo de
nitratos utilizam tempos de tratamento relativamente curtos, em média, variando
de duas semanas a dois meses (Carlstrom et al.; 2011; Yang et al., 2017; Tian
et al., 2020).

Neste trabalho, os resultados demonstram que ap6s a suplementacéo
com nitrato inorganico (NaNOs 10mM) de forma ininterrupta e por um longo
periodo (mais de 15 meses), ndo foi possivel identificar quadros de intoxicacéo
ou aumento do estresse oxidativo em animais idosos tratados com nitrato
guando comparados ao grupo placebo. No entanto, efeitos benéficos também
nao foram descritos e as alteracdes evidentes parecem ser desencadeadas pelo

processo natural de envelhecimento.

4.3.2 Atividade hepatica

O figado, uma glandula anexa ao trato gastrointestinal, desempenha um
papel crucial na fisiologia desse sistema, tanto pela producdo de sais biliares
emulsificantes, que facilitam a absorcado das gorduras, quanto pela filtracdo de
toxicos e processamento dos nutrientes recém absorvidos, sendo conhecido
inclusive como o “filtro biolégico” do organismo. Todavia, as func¢des do figado
nao se limitam apenas ao sistema digestivo, pois este O0rgao também esta
envolvido na regulacdo do metabolismo energético, biossintese de moléculas,
na resposta imune, entre outras (Maeso-Diaz et al., 2018).

Com base na importancia fisiologica de suas funcfes e dos efeitos no
metabolismo de farmacos e no sistema imune, atualmente o figado € um dos
principais Orgdos-alvo das pesquisas que envolvem o processo de
envelhecimento. Pois, assim como em outros tecidos, a passagem do tempo
acarreta mudancas morfolégicas e funcionais, de modo que a melhor
compreensao dessas alteracdes seja imprescindivel para prevencado e gestao
das condicdes patolégicas em idosos (Pibiri et al., 2018).

No que se refere ao efeito do tempo sobre o parénquima hepatico, do
ponto de vista macroscoépico, é possivel identificar uma reducdo da massa total

do 6rgao (entre 20-40%) em pacientes idosos. Além disso, h4 uma marcada
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reducdo de sua capacidade generativa, uma das principais caracteristicas do
figado (Ono et al., 2011). Em roedores jovens, por exemplo, a remocao de 2/3
do tecido hepatico pode ser regenerada em apenas 7 a 10 dias, o que nédo
acontece em animais idosos (Pibiri et al., 2018).

Estima-se que com a idade haja uma reduc¢édo no fluxo sanguineo hepatico
(entre 35-50%) e no metabolismo de drogas (mais de 30%), além de alteracdes
na imunidade inata e adaptativa. Por outro lado, quanto a fungédo, embora tenha
uma grande influéncia individual e dos habitos durante a vida, as fungdes
hepéticas sdo relativamente preservadas em idosos, havendo descricdo de
poucas alteragfes bioquimicas com o passar do tempo, como a reducdo da
bilirrubina e da enzima alanina aminotransferase (ALT). O que sinaliza para a
necessidade de utilizar valores de referéncia ajustaveis na interpretacdo de
exames de para pacientes idosos (Tajiri; Shimizu, 2011).

Nesse ambito, a avaliacdo laboratorial das lesGes e da funcéo hepatica é
uma importante ferramenta de diagnostico e acompanhamento
clinico/experimental, além de oferecer informacgdes valiosas para a compressao
das alteracbes nesse tecido. As técnicas para avaliagcdo da lesdo hepatica
envolvem a dosagem da atividade de enzimas que podem ser decorrentes do
extravasamento (apods lesédo celular) ou da inducédo de aumento na producéo da
enzima. Diferentemente das técnicas que avaliam a funcéo, pois envolvem a
dosagem de substancias que normalmente sdo removidas do sangue pelo figado
(Allison, 2017).

O presente trabalho avalia os efeitos do consumo de nitrato inorganico
sobre o tecido hepatico em animais idosos pela avaliacdo bioquimica das: (1)
enzimas de extravasamento: alanina aminotransferase (ALT) e aspartato
aminotransferase (AST), antes conhecidas como transaminase glutamico-
pirdvica (TGP) e transaminase glutamico-oxalacética (TGO); (2) enzimas de
inducao: fosfatase alcalina (FA) e y-glutamiltransferase (GGT); e (3) dosagem
das concentracdes séricas de colesterol (CT) e lipoproteinas de alta densidade
(HDL), para avaliacédo da funcéo hepatica e perfil lipidico. Todos os testes foram
realizados de acordo com o protocolo do fabricante Bioclin® (Minas Gerais,
Brasil).

Quanto as enzimas de extravasamento, que indicam a presenca de lesbes

ou danos diretos aos hepatocitos (letal ou subletal), ndo houve diferencas entre
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0S grupos que consumiram nitrato e placebo (Figura 12-13A), e os valores se

encontram dentro dos limites para espécie (Tabela 6) (Campbell, 2017).

Tabela 6: Concentracdes séricas de ALT e AST em ratos Wistar idosos tratados
com nitrato inorganico e solucdo placebo, a partir dos 15 meses de idade.
Descricdo do numero de amostras pelo tempo de tratamento em anexo (Anexo
2). Valores expressos em média + SEM.

GRUPOS IDADE (MESES)
15 18 21 24 27 30 33
Femea 71,1473 94,6+5,6 87,6437 80,8438 66,7466  72,3+10,4  131,0+10,1
Placebo
T Fémea
= ; 80,3+6,2 95,8+4,7 90,6+2,9 97,5+7,8 755£5,9  112,1422,0  164,2+40,7
) Nitrato
N
= Macho
- 72,643 92,1+7,1 126,3+9,5 123,8+22,9 68,6+8,6 89,9+10,1 68,0+5,8
< Placebo
Macho
Nitrato 76,0+6,9 90,5+10,4 113,8+9,0 115,9+20,3 77,3+5,0 91,8+13,2 108,2+35,0
GRUPOS IDADE (MESES)
15 18 21 24 27 30 33
Fémea
104,5+6,1 125,0+6,2 123,3+6,5 131,2+8,3 133,4+20,9 160,4+27,7 78,5+8,3
Placebo
T Fémea
d . 116,8+7,8 130,9+6,9 126,6+5,6 145,4+22,6 117,7£12,6 161,5+56,5 67,1+6,6
D Nitrato
N
= Macho
(9] 77,3+3,3 92,7+3,9 133,7+10,7 161,8+21,9 98,0+18,0 131,6+15,8 105,5+1,0
<  Placebo
Macho
N 89,6+7,4 98,4+4,8 137,9+13,8 149,9+18,5 98,7+16,1 120,2+4,5 207,6£77,1

Valores expressos em média + SEM. *p<0,05 NITRATO vs PLACEBO.

Ao dissociar o fator sexo, foi possivel identificar uma marcada
sobreposicao dos grupos tratados e néo tratados com nitrato desde o inicio do
tratamento, tanto em machos (Figura 12-13B) quanto em fémeas (Figura 12-
13C). No que se refere a passagem do tempo, houve um aumento progressivo
da concentracdo enzimatica de ALT, sobretudo a partir dos 27 meses de idade,
e o inverso quanto a AST, onde houve uma reducao de suas concentracdes a

partir do mesmo periodo.
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Figura 12. Concentracfes séricas de alanina aminotransferase (ALT) em ratos
Wistar idosos tratados com nitrato inorganico e solucdo placebo, géneros
combinados (A), machos (B) e fémeas (C), a partir dos 15 meses de idade.
Descricdo do numero de amostras pelo tempo de tratamento em anexo (Anexo

2).

Maeso-Diaz e colaboradores (2018) relatam a auséncia de alteracGes
significativas das concentraces de ALT e AST em ratos Wistar de 3 e 20 meses
de idade. Tal apontamento difere dos achados de Wang e colaboradores (2018)
em camundongos, que demonstram 0 aumento substancial dos mesmos
marcadores em animais com 18 meses de idade, havendo o aumento de quase
0 dobro em comparacdo com animais de 6 e 2 meses de idade.

Em ratos e camundongos, assim como em outros mamiferos, a ALT é
uma enzima basicamente hepatoespecifica e 0 aumento da sua atividade sérica
estd relacionado proporcionalmente a quantidade de células lesionadas por
doencas hepaticas agudas, como alteracdes metabdlicas, infeccdes, neoplasias,

guadros inflamatdrios e toxicos, entre outras (Allison, 2017).
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Figura 13. Concentracdes séricas de aspartato aminotransferase (AST) em ratos
Wistar idosos tratados com nitrato inorganico e solucdo placebo, géneros
combinados (A), machos (B) e fémeas (C), a partir dos 15 meses de idade.
Descricdo do numero de amostras pelo tempo de tratamento em anexo (Anexo
2).

No entanto, a AST ndo pode ser considerada hepatoespecifica e pode
estar presente tanto nos hepatécitos quanto em células musculares estriadas
(cardiacas e esqueléticas), de modo que o aumento na atividade sérica da AST
pode ser relacionado com os quadros de lesBes nos hepatécitos e nas células
musculares. Cabe ressaltar também que a diminui¢cdo da AST (Figura 13) com o
aumento da idade pode ser justificado pela reducédo do parénquima hepético e
da massa muscular, alteracdes caracteristicas do envelhecimento (Ono et al.,
2011; Allison, 2017; Pibiri et al., 2018).

Quanto as enzimas de inducdo, mesmo com uma maior variacao entre 0s
grupos, também né&o foi possivel identificar diferencas causadas pelo consumo
de nitrato (Tabela 7). No entanto, no que se refere ao tempo de tratamento,

houve um aumento progressivo a partir dos 24 meses de idade (ou 9 meses de
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tratamento), principalmente na atividade sérica da fosfatase alcalina (Figuras 14

e 15).
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Figura 14. Concentracdes séricas de fosfatase alcalina (FA) em ratos Wistar
idosos tratados com nitrato inorganico e solucdo placebo, géneros combinados
(A), machos (B) e fémeas (C), a partir dos 15 meses de idade. Descricdo do
numero de amostras pelo tempo de tratamento em anexo (Anexo 2).

As enzimas de inducéo supracitadas sao avaliadas no soro sanguineo e
podem indicar a presenca de colestase (comprometimento do fluxo biliar),
todavia, ambas estdo envolvidas em outros processos fisioldgicos, inclusive para
além do figado. A fosfatase alcalina € uma enzima de inducdo presente nas
membranas celulares e € sintetizada por varios tecidos ou 6rgaos, como figado,
0Ss0s, rins, intestinos, pancreas e placenta. De modo que, por nao ser
hepatoespecifica, seu aumento pode estar relacionado com outros fatores nao-
hepaticos, como crescimento 0sseo (atividade osteoblastica), terapia
medicamentosa, doencas enddcrinas, estagio gestacional e neoplasias

(Fernandez; Kidney, 2007).
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Tabela 7: Concentracdes séricas de FA e GGT em ratos Wistar idosos tratados
com nitrato inorganico e solucao placebo, a partir dos 15 meses de idade.
Descricdo do numero de amostras pelo tempo de tratamento em anexo (Anexo
2). Valores expressos em média + SEM.

GRUPOS IDADE (MESES)
15 18 21 24 27 30 33
Fémea
101,9+16,0  111,749,0 112492  117,9+10,8 214,8+21,7 2448646 1583+29,3
Placebo
—~ Fémea
_| : 11924121 1147467  100,9+7,3 93,55+10,7 20524296 222,1+43,0 181,3+27,3
5 Nitrato
N
< Macho . ,01.161 16094258 18354187 1268+248 157.0+180 117.0+17.1  168,6+553
L Placebo
Macho
Niratg 1731172 2080+136 1671152 12324292 2106:209 1671:452 1508244
GRUPOS IDADE (MESES)
15 18 21 24 27 30 33
Fémea 2,69+0,2 417403 2,18+0,3 221405  2,35+0,64  3,45+12 3,83+1,1
Placebo
T Fe
= emea 4,01+0,4 4,10+0,3 2,82+0,2 1,94+0,9 2,89+0,5 3,69+1,4 5,45+0,5
3 Nitrato
'—
o  Macho 2,78+0,5 2,8140,5 2,1040,9 2,18+0.8 372407 2,48+0,6 413+1,0
¢  Placebo
'l\\l/li?g:g 1,76+0,4 3,16+0,8 2,75+0,1 370+13 415406  245:10  4,03:0,7

Valores expressos em média + SEM. *p<0,05 NITRATO vs PLACEBO.

De forma similar, outra enzima de inducéo, a y-glutamiltransferase (GGT),
€ sintetizada na maioria dos tecidos corporais, com maior concentragdo no
pancreas e nos rins. Porém, também esta presente em baixa concentracdo nos
hepatocitos, no epitélio de ductos biliares e na mucosa intestinal, e em alta
concentracdo nas glandulas mamarias. Quanto as variacfes séricas dessa
enzima, temos que as lesdes hepaticas causam aumento da GGT por liberacdo
de fragmentos presentes na membrana, diferente da colestase que aumenta a
producéo e solubilizacdo da enzima aderida a membrana celular (Kobayashi et
al., 2020).

Cabe ressaltar ainda que, em roedores, tanto a FA quanto a GGT
apresentam alta atividade no tecido renal, e a mensuracdo dessas enzimas em
amostras de urina é de grande utilidade. Entretanto, as lesdées renais causam
extravasamento das enzimas dos tubulos renais para o lumen e, em menor

guantidade, para o espacgo extracelular. Com isso, o aumento da atividade
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enzimatica é perceptivel ao analisar a urina, porém néo é possivel detectar tais

alteracdes no sangue (Campbell, 2017).
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Figura 15. Concentracdes séricas de y-glutamiltransferase (GGT) em ratos
Wistar idosos tratados com nitrato inorganico e solucdo placebo, géneros
combinados (A), machos (B) e fémeas (C), a partir dos 15 meses de idade.
Descricdo do numero de amostras pelo tempo de tratamento em anexo (Anexo

2).

Por fim, o ultimo subgrupo para analise do figado sdo as avaliacBes de
sua funcdo, que objetiva a dosagem de substancias que normalmente séo
removidas do sangue pelo figado e, em seguida, metabolizadas ou excretadas
pelo sistema biliar (bilirrubina, acidos biliares, amoénia, colesterol) e de
substancias normalmente sintetizadas pelo figado (albumina, globulinas, ureia,
colesterol e fatores de coagulacdo). Vale destacar que por mais que alteracdes
nestes marcadores também possam ser causadas por fatores extra-hepaticos, a

deteccdo de valores bioquimicos anormais juntamente as evidéncias de lesdo
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hepatica fornecem informagfes adicionais valiosas para o diagnostico das
doencas hepéticas e quadros de insuficiéncia hepatica (Allison, 2017).

A cada trés meses, 0 sangue dos animais foi coletado pela puncéo da veia
da cauda para as analises bioquimicas. Devido a quantidade de testes realizados
em cada amostra e a limitacao na quantidade de sangue que pudesse ser coleta
sem interferéncia no delineamento experimental e/ou a morte dos animais, para
a avaliacdo da funcao hepatica e do perfil lipidico foi necessaria a priorizacdo da
dosagem das concentracdes séricas de colesterol total e lipoproteinas de alta
densidade (Tabela 8).

Tabela 8: Concentracdes séricas de colesterol total e HDL em ratos Wistar
idosos tratados com nitrato inorganico e solucao placebo, a partir dos 15 meses
de idade. Descricdo do numero de amostras pelo tempo de tratamento em anexo
(Anexo 2). Valores expressos em media £ SEM.

GRUPOS IDADE (MESES)
15 18 21 24 27 30 33

Fémea
. 81,0¢19,2  783+137  77.6420,9  97,9+252  196,5+47,6 139,2+64,1 389,1+68,6
e Placebo
o
k- Fémea  g) 44117 722:102 11414218 550470 17744351 1605:500  333,5:20,9
o= Nitrato
xS
HE Macho
= 116,1420,0 109,9422,4 137,7+47,3 196,8+31,4 171,9+27,2 212,3+22,9 309,7+733
a Placebo
-
8 Macho + + + + + + +

Nitrato 104,0#19,2 100,6+17,9 104,6+40,5 18564551 212,5+66,4 154,64252  237,2+1,5

GRUPOS IDADE (MESES)
15 18 21 24 27 30 33

Femea 36,6+2,6 34,4+2.9 34,5437 39,7459 17,2429  32,1#11,8  39,9+2,2
- Placebo
_l ~
T Femea 29,5434 20,7424  331+15 18,045,1 20,8439 42,1405  39,4+18
o Nitrato
£
. Macho

240+15  29,6+12  344+19 52,963 28,4467 354429  42,1+45

Q Placebo
- Mach

Ni?r(;tg 31,826 30,5437 31,9432 34,9474  46,5:99  285+42 37,7457

Valores expressos em média + SEM. *p<0,05 NITRATO vs PLACEBO.
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Figura 16. Concentracdes séricas de colesterol (CT) em ratos Wistar idosos
tratados com nitrato inorganico e solugcéo placebo, géneros combinados (A),
machos (B) e fémeas (C), a partir dos 15 meses de idade. Descricdo do niamero
de amostras pelo tempo de tratamento em anexo (Anexo 2).
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Figura 17. Concentracbes séricas de lipoproteinas de alta densidade (HDL) em
ratos Wistar idosos tratados com nitrato inorganico e solucéo placebo, géneros
combinados (A), machos (B) e fémeas (C), a partir dos 15 meses de idade.
Descricdo do numero de amostras pelo tempo de tratamento em anexo (Anexo
2).

Quanto a intervencao experimental, o0 consumo de nitrato inorganico nao
foi responsavel por nenhuma alteracédo nos marcadores do perfil lipidico ao longo
do tempo (Tabela 8). No entanto, no que se refere ao processo de
envelhecimento, foi possivel identificar um aumento progressivo nas
concentragcfes plasmaticas de colesterol total, principalmente a partir dos 24
meses de idade (Figura 16). Ja a respeito das concentracdes séricas de HDL,
houve também um aumento progressivo dependente do tempo, porém
consideravelmente menor quando comparado ao colesterol total (Figura 17).

Ambos o0s resultados corroboram o descrito por Maeso-Diaz e
colaboradores (2018), onde, a0 comparar 0s parametros bioquimicos de ratos
Wistar com 3 e 20 meses de idade, descrevem o aumento do colesterol total

(aproximadamente 69%) e de outros parametros bioquimicos do perfil lipidico
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(aumento de até 140% no LDL plasmético), além de variacbes mais discretas no
HDL, com o aumento de 19% nas concentragfes plasmaticas de animais idosos
em relacdo aos animais jovens.

Sabendo que o0 aumento progressivo dependente do tempo nas
concentracfes séricas dos marcadores do perfil lipidico € uma caracteristica
marcante do processo de envelhecimento, Wang e colaboradores (2018)
avaliaram o efeito do consumo de nitrato inorganico em doses baixas sobre o
perfil lipidico, relatando a reducéo significativa do colesterol e triglicerideos
plasmaticos. O achado é similar ao descrito por Li e colaboradores (2016), porém
usando uma fonte natural de nitrato, o espinafre, responsavel também por uma
reducédo dos biomarcadores e melhora do perfil lipidico.

No mesmo ambito, as concentragbes do colesterol no sangue e demais
alteracgdes no perfil lipidico sdo amplamente relacionadas como fatores de risco
para desenvolvimento de doencas, sobretudo quando envolvem o sistema
cardiovascular (Soliman, 2018). Por outro lado, estudos demonstram que niveis
mais elevados de colesterol total estdo associados ao menor risco de
mortalidade “all-cause”, em traducgao livre “por todas as causas”, especialmente
no que se refere a mortalidade ndo cardiovascular entre os idosos. Isto sugere
um efeito protetor da hipercolesterolemia nos estagios finais de vida e sinaliza a
necessidade de cautela na prescricdo de medicamentos que objetivam a
reducédo do colesterol plasmatico, especialmente em idosos (Liang et al., 2017;
Yi et al., 2019).

Quanto ao paralelo entre o0 consumo de nitratos inorganicos e a atividade
hepatica como um todo, os resultados sdo conflitantes. Inicialmente, cabe
ressaltar que nos idosos ha uma notavel reducao das concentracdes plasmaticas
e teciduais de nitrato. No entanto, esse efeito do tempo pode ser revertido, como
demonstrado por Wang e colaboradores (2018), segundo os quais a reducéo
drastica (aproximadamente 50%) da concentracdo plasmatica e hepética de
nitrato causada pelo tempo foi revertida pela suplementacdo com nitrato
inorganico por via oral.

Do ponto de vista funcional do figado, o consumo de nitrato inorganico por
7 meses (em doses similares ao consumo de vegetais ricos em nitrato) foi
responsavel por desencadear um efeito protetor sobre o declinio funcional

relacionado ao envelhecimento neste 6rgdo, provocando uma notavel redugéo
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da lesé@o hepatica e diminui¢édo das alteragbes morfoldgicas e biomarcadores do
envelhecimento, tanto em modelo de envelhecimento induzido (D-gal), quanto
em animais naturalmente idosos (Wang et al., 2018).

Por outro lado, Delgado e colaboradores (2008) descrevem que a
administracéo de nitrato de s6dio (NaNO3), nas doses de 19, 66 e 150mg/kg, por
via oral durante 10 dias foi responsavel por um quadro de intoxicacdo subaguda
e induziu alteracbes hematoldgicas e bioquimicas, além de injaria ao tecido
hepético. As lesGes foram proporcionais a dose, de maneira que os quadros
graves de lesdo hepética e alteragcbes nos biomarcadores foram mais
expressivos nos animais que consumiram as maiores doses. De forma similar,
Bouaziz-Ketata e colaboradores (2014) utilizaram a dose de 400mg/kg de nitrato
para desenvolvimento do modelo experimental de lesdo hepéatica, sendo
responsavel por alteracbes bioquimicas e histopatoldgicas graves e
caracteristicas em apenas 50 dias.

Dessa forma, € possivel observar que o consumo de pequenas
guantidades de nitrato inorganico apresenta resultados benéficos sobre a funcao
e morfologia hepatica, inclusive no que concerne as alteracdes causadas pelo
envelhecimento (Wang et al., 2018). Em contrapartida, o consumo de grandes
guantidades de nitrato, mesmo que por um curto periodo, pode ser responsavel
por lesbes hepaticas significativas e quadros de intoxicacdo (Delgado et al.,
2008; Bouaziz-Ketata et al., 2014).

Diante disso, os dados inéditos deste trabalho sugerem que, a priori, a
suplementacao com nitrato inorganico, por um longo periodo de tempo (consumo
por mais de 21 meses), ndo foi responsavel por induzir lesdo hepatica e
alteracoes funcionais. Ademais, o tratamento crénico ndo apresentou riscos ao

tecido hepatico, sobretudo em animais idosos.

4.3.3 Atividade renal

O sistema urinario desempenha um importante papel nha homeostase do
organismo e ndo somente no que se refere ao equilibrio hidroeletrolitico. Pois,
os rins além de controlarem o volume dos liquidos extracelulares, ainda

apresentam fungcées como a regulacao da presséo arterial e da osmolaridade,
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manutencao do equilibrio idnico, excrecdo de residuos, producao de horménios
e regulacdo homeostatica do pH (Silverthorn, 2017).

Tais fungdes séo inerentes a vida e sobrevivéncia das espécies, e fazem
do sistema urinario um dos principais alvos do processo natural de
envelhecimento e regulagdo do tempo de vida dos individuos. No entanto,
inicialmente as alteragdes estruturais e funcionais no rim causadas pela idade
devem ser classificadas em: aquelas observadas com envelhecimento saudavel,
aquelas onde o envelhecimento avanca com uma comorbidade esperada
(hipertenséo, diabetes, obesidade) e aquelas onde o envelhecimento avanca
juntamente a uma doenca renal especifica (Denic et al., 2016).

No que diz respeito as alteracdes durante o processo de envelhecimento
saudavel, ou seja, sem contribuicdo de comorbidades ou doencas especificas,
Hommos e colaboradores (2017) classificam as principais alteracdes renais
causadas pelo envelhecimento em trés grandes grupos:

(1) Alteragdes macroscopicas: Aterosclerose da artéria renal, diminuicdo do
volume cortical e aumento do volume medular, aumento da irregularidade na
superficie renal e do numero e tamanho dos cistos renais.

(2) Alteracdes microscopicas: Fibrose intersticial, esclerose glomerular, reducao
do numero de néfrons viaveis, atrofia tubular com hipertrofia dos tubulos
remanescentes, espessamento da membrana basal, entre outras.

(3) Alteracbes funcionais: Diminuicdo da taxa total de filtracdo glomerular,
reducdo da producdo de hormodnios, reducdo da capacidade de filtracédo
individual dos néfrons, entre outras.

Todavia, mesmo com as alteracdes supracitadas causadas pelo intenso
efeito do tempo, para o desenvolvimento de distarbios funcionais graves que
caracterizem os quadros de insuficiéncia renal € necesséaria a perda de 75% (3/4)
dos néfrons viaveis. Tal fato corrobora os achados em individuos que doaram
um rim e sobrevivem devido a capacidade de reserva do tecido renal (Meuten,
2017).
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Figura 18. Alteracbes macroscopicas causadas pelo processo de
envelhecimento saudavel em rins humanos. Traduzido e adaptado de: Hommos
et al., 2017.

A avaliacao laboratorial dos rins é feita a partir dos achados encontrados
Nno soro e na urina, e permite a identificacdo de importantes marcadores que
objetivam a localizacéo da alteracdo primaria do sistema urinario. Nesse sentido,
além da avaliacédo da taxa de filtracdo glomerular (TFG), o rim também pode ser
avaliado por meio da dosagem de metabdlitos que deveriam ser excretados.
Assim, caso haja alguma alteracao renal e o composto néo seja eliminado, suas
concentragfes ficardo aumentadas no sangue pelo acumulo (Sobamowo;
Prabhakar, 2017; Meuten, 2017).

Os principais metabolitos usados para avaliacdo bioquimica da funcao
renal sdo o nitrogénio ureico (ou ureia) e a creatinina. A ureia € produzida no
figado a partir da aménia e do bicarbonato, e é o principal meio de excrecdo do
nitrogénio em animais. Ja a creatinina provém da conversédo de creatina e do
fosfato de creatina nos musculos. Ambos sao excretados pela urina, entretanto,
caso isso ndo ocorra, havera o aumento de suas concentracdes plasmaticas,
podendo levar ao aparecimento de sinais clinicos do acumulo de toxinas nos
pacientes, processo conhecido como uremia (Meuten, 2017; Silverthorn, 2017).

Cabe ressaltar que as alteracbes nos parametros renais (azotemia)
podem ndo ter origem nos rins e nem sequer no sistema urinario, sendo

classificadas em trés tipos. Azotemia pré-renal, que ocorre na hipovolemia
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(desidratacao, choque). A azotemia renal, quando causada por lesbes em um
dos cinco componentes renais: glomérulo, tdbulo, intersticio, pelve renal ou
vasos sanguineos. E a azotemia poés-renal, que pode ser decorrente de
obstrucdo em qualquer local apés o néfron ou na ruptura de estruturas do
sistema urinério (Muller, 2019).

No presente estudo, foram realizadas as mensuracdes séricas de
nitrogénio ureico (ureia) e creatinina para analise da funcéo renal em animais
gue consumiram nitrato inorganico e solucao placebo ao longo do tempo. Os
resultados sugerem uma consonancia com os demais dados bioquimicos deste
trabalho, onde o tratamento com nitrato inorganico a partir dos 15 meses de
idade néao foi responséavel por alteracdes nas concentracdes de ureia e creatinina
guando comparado ao grupo que recebeu placebo na mesma faixa etaria
(Tabela 9). Tais resultados s&o evidentes mesmo dissociando 0s géneros
(Figuras 19-20).

Tabela 9: Concentracfes séricas de creatinina e nitrogénio ureico (ureia) em
ratos Wistar idosos tratados com nitrato inorganico e solucao placebo, a partir
dos 15 meses de idade. Descricdo do numero de amostras pelo tempo de
tratamento em anexo (Anexo 2). Valores expressos em média + SEM.

GRUPOS IDADE (MESES)
15 18 21 24 27 30 33
Fémea
Placons 086016  067:008  061:0,03  065:009  056:006  052:009  049:0,09
<
Z .  Fémea
S50 Niram 088+0,11  079+0,08  0,68+002  0,60+0,06  0,39+0,06  0,49:0,05  0,50+0,03
= T
=
jg Macho
W Plocoby 080012 071:009 069008  059:007  056:008  054:002  048:0,07
O
Macho
Nirato 057+004  071+0,08  054+003  056+0,13  058+0,08  044:0,09  0,47+0,26
GRUPOS IDADE (MESES)
15 18 21 24 27 30 33
Fiif:ne%% 74,3t90  614:49  59,0£1,6  47,7¢46  703%9,7 47,2471  59,2+28
<5 FN?trrT;?g 84,0+6,4 57,1%3,4 51,6+2,9 42,9+6,5 54,6+2,4 61,2+9,8 53,9+3,5
oo
ga Mach
S E PI;::Ceboo 55,048,5 54,8+21  69,2412,3  559+4,8 56,4+53 355426 52,4425
mi?éqg 43,6444 66,6459 53,1424 58,3165 70,6+12 48,9+55  553+3.4

Valores expressos em média + SEM. *p<0,05 NITRATO vs PLACEBO.
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Frente a isso, os achados reafirmam o descrito por Melchioretto e
colaboradores (2016) ao avaliarem as concentragBes séricas de ureia em
animais de diferentes faixas etarias (de 3 meses até 24 meses), onde também
ndo foi possivel identificar diferenga estatistica ao longo do tempo. Porém, o
mesmo estudo demonstra o aumento progressivo das concentracbes de
creatinina, especialmente a partir dos nove meses de idade, diferentemente dos
achados deste trabalho, onde ha uma reducdo progressiva e uniforme da

creatinina ao longo do tempo (Figura 19).
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Figura 19. Concentracdes séricas de creatinina em ratos Wistar idosos tratados
com nitrato inorganico e solucéo placebo, géneros combinados (A), machos (B)
e fémeas (C), a partir dos 15 meses de idade. Descri¢cdo do nimero de amostras
pelo tempo de tratamento em anexo (Anexo 2).
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Figura 20. Concentracdes séricas de nitrogénio ureico (ureia) em ratos Wistar
idosos tratados com nitrato inorganico e solucao placebo, géneros combinados
(A), machos (B) e fémeas (C), a partir dos 15 meses de idade. Descricdo do
numero de amostras pelo tempo de tratamento em anexo (Anexo 2).

Quanto ao tratamento com nitrato inorganico, seus efeitos sobre o sistema
urinario sdo escassos e controversos, como a relacdo do consumo de nitrato
com o aumento risco de desenvolvimento de cancer nos rins de mulheres idosas
descrita por Jones e colaboradores (2020) e a reducdo da pressdo e da
resisténcia renal refletindo em efeitos benéficos em pacientes com doenca renal
cronica, descrita por Kemmner e colaboradores (2017).

Nesse sentido, ndo existem trabalhos que evidenciem com detalhes os
efeitos do nitrato inorganico sobre a funcdo renal, principalmente no que se
refere ao consumo de nitrato por longos periodos e sua relacdo com o processo
de envelhecimento renal e do organismo como um todo. Assim, os dados aqui
expostos apresentam carater inédito e descrevem a auséncia de alteracdes
funcionais e lesGes causadas pelo consumo de nitrato inorganico a longo prazo.

Os resultados sugerem se tratar de uma intervengao com poucos riscos, todavia
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os efeitos benéficos também ndo foram evidenciados, o que reforca a
necessidade de mais estudos que avaliem o risco-beneficio da via nitrato-nitrito-

oxido nitrico sobre o sistema urinario ao longo do tempo.

4.4 Reatividade Vascular

O sistema cardiovascular apresenta um “controle fino e delicado” de suas
funcbes, de modo a garantir o fluxo continuo de entrega e remocdo de
substancias entre 0 sangue e os tecidos periféricos. Para desenvolver tais
funcbes, as paredes dos vasos sanguineos sao compostas por camadas de
musculo liso, tecido conjuntivo fibroelastico e revestidas internamente por uma
camada pavimentosa de células especificas chamada endotélio vascular
(Silverthorn, 2017).

Durante muito tempo acreditou-se que, por conta do revestimento interno,
as células endoteliais apenas serviam como barreira passiva entre o sangue e 0
intersticio. No entanto, atualmente é conhecido que essas células tém importante
papel na homeostase vascular, por meio da producdo de mediadores autocrinos
e paracrinos, como o oxido nitrico (NO). Além disso, as células endoteliais estao
envolvidas em varias outras funcdes, incluindo modulagdo do ténus vascular
(producao de substancias vasoconstritoras e vasodilatadoras), manutencéo da
fluidez do sangue, neovascularizacdo e regulacdo da inflamacéo e resposta
imune (Incalza et al., 2017).

Acerca da relacdo com a passagem do tempo, as funcbes e a morfologia
dos componentes cardiovasculares sdo influenciadas negativamente pelo
envelhecimento. Assim, o envelhecimento é considerado um dos principais
fatores de risco para o desenvolvimento de doencas cardiovasculares, e alvo de
diversas pesquisas no tocante a fisiopatologia cardiovascular (North; Sinclair,
2012; Paneni et al., 2017; Haybar et al., 2019).

O tempo de vida estimado das células endoteliais em adultos é de
aproximadamente 30 anos, apés esse periodo as células senescentes séo
substituidas por células jovens, porém menos funcionais (Bahia et al., 2006).
Contudo, o acumulo de células endoteliais senescentes também agrava a
inflamacgéao relacionada ao envelhecimento e a disfuncéo oxidativa e vascular,

funcionando como uma alga de feedback. Detalhes desse processo estao
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ilustrados na Figura 21 (Jia et al., 2019). Ademais, outras condi¢fes de saude
também podem interferir e acelerar o processo de disfuncéo endotelial, como a
Covid-19 (Green, 2020).

Lakatta (2003) descreve as possiveis alteracfes adrticas causadas pelo
envelhecimento em roedores, classificando as alteracbes em morfoldgicas e
funcionais. Em relacdo a morfologia dos vasos sanguineos afetados pelo tempo,
podem ser destacadas as seguintes altera¢cdes: aumento do diametro, rigidez e
espessura da parede do vaso, aumento do tamanho e reducdo do niumero de
células musculares lisas e 0 aumento da deposi¢cédo de colageno e fibronectina
com diminuicao de elastina (calcificagéo e fragmentacao).

No que se refere as fun¢des vasculares, o envelhecimento é responsavel
por uma expressiva disfuncdo endotelial, caracterizada por: diminuicdo da
disponibilidade de 6xido nitrico e o aumento de espécies reativas de oxigénio
(&nion superoxido e peroxinitrito), aumento da permeabilidade vascular e
expressdo de molecular de adeséo, diminuicdo da angiogénese, resposta
exagerada a reparacao vascular, entre outros (Lakatta et al., 2003).

Como demonstrado na Figura 21, 0s mecanismos oxidativos e
inflamatorios com superproducdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) nos
vasos sanguineos sdao um dos principais mediadores do processo de
envelhecimento (Guzik; Touyz, 2017). Nesse aspecto, 0 consumo de
substancias com potencial antioxidante, como frutas, vegetais, graos inteiros e
nozes, € estimulado (Aune et al., 2019). Entre os alimentos disponiveis com
potencial antioxidante encontram-se as folhas verdes escuras ricas em nitrato,
com descri¢cdes de que o consumo in natura pode aumentar as concentracoes

séricas de nitrato e nitrito em menos de uma hora (Haun et al., 2016).
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Figura 21. Efeitos do processo de envelhecimento sobre o sistema
cardiovascular, suas alteracdes fisiopatoldgicas e consequéncias. Fonte:
Traduzido e adaptado de Jia et al., 2019.

Com o objetivo de avaliar os efeitos do envelhecimento associado ao
consumo cronico de nitrato inorganico sobre a reatividade vascular, segmentos
da artéria mesentérica cranial de ratos Wistar idosos, tratados com nitrato
inorgéanico ou placebo, foram utilizados em sistema de banho de 6rgéos isolado.

Devido as especificacdes desta técnica e a grande variabilidade do tempo
de vida total, os animais utilizados para a analise da reatividade vascular foram
aqueles com indicacao para eutanasia. Além disso, de modo a normalizar a faixa
de idade em 27 e 33 meses, foram utilizados apenas animais que receberam as
intervencdes por mais de 12 meses e até 18 meses.

Os anéis formados por segmentos das artérias foram montados em
sistemas de hastes, incubados em solucao fisiolégica e conectados ao sistema
de registro (vide 3.6). Em seguida, foram acrescentadas ao sistema
concentragfes crescentes de solugdes vasoconstritoras (Fenilefrina — FEN) e
vasodilatadoras (Acetilcolina — ACH) e (Nitroprussiato de s6dio — NPS), de modo
a compor diferentes curvas dose-resposta.

Apbs o periodo de estabilizacdo, os anéis foram submetidos aos testes de
viabilidade do endotélio, onde foram divididos em dois grandes grupos: o0s

animais que o endotélio funcional estava presente (> 60%), e aqueles onde ndo
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havia endotélio funcional (<10%). Cabe ressaltar que o valor que classifica a
presenca de endotélio em animais idosos é diferente dos animais jovens, pois
os idosos apresentam proporcdes diferentes de células endoteliais senescentes,
caracterizadas pela maior fragilidade e menos funcionalidade, como descrito por
Matz e Andriantsitohaina (2003).

Quanto aos protocolos experimentais, inicialmente, os anéis — com
presenca ou ndo de endotélio funcional —, foram incubados com solucdes
acumulativas de fenilefrina (FEN), com o objetivo de avaliar a eficiéncia da droga
nos diferentes grupos, além da capacidade constritora dos anéis de animais
idosos frente ao estimulo farmacolégico. Os resultados estdo expressos na
Tabela 10 e Figuras 22-23.

Tabela 10: Valores (%) de Emax e de pD2 referentes ao efeito constritor da FEN
em aneéis da artéria mesentérica cranial de animais idosos, de ambos 0s sexos,
tratados cronicamente com nitrato inorganico e solugéo placebo.

ENDOTELIO FUNCIONAL

ENDOTELIO FUNCIONAL

Cg&g:f\;%sos PRESENTE (FEN) AUSENTE (FEN)

(n=16) Emax+SEM pD2+SEM Emax+SEM pD2+SEM
PLACEBO  100,01+3,97  4,79+0,71 99,95 + 9,01 4,84 + 0,06
NITRATO 74,45 +546* 4,88 +0,06 85,66 + 8,37 5,21 +0,09**

ENDOTELIO FUNCIONAL ENDOTELIO FUNCIONAL
GRUPOS PRESENTE (FEN) AUSENTE (FEN)

(n=8) Emax+SEM pD2+SEM EmaxtSEM pD2+SEM
PEEE:"EBAO 102,14 +4,64  477+114 99,98+1263 4,97 0,10
NFITEQ"AETAO 69,99 +8,78*  4,81+0,16 79,00 + 5,60 5,33 +0,13
P'\L"AAgg'go 100,01 +6,79  4,82+0,97 100,00 +13,74 4,82+0,16
N'\f'TAFfAHT% 78,91 + 6,73 496+004  9231+16,12 512+0,11

Valores expressos em média £ SEM. *p<0,05 **p<0,01 NITRATO vs PLACEBO.

Nos anéis com endotélio viavel, os resultados demonstram que o consumo
de nitrato crénico foi responsavel por uma reducdo da capacidade constritora
dos anéis diante do estimulo pela fenilefrina (Figura 22), além de diminui¢cdo do
efeito maximo (Emax: PLACEBO 100,01 + 3,97 vs NITRATO 74,45 + 5,46). No



92

entanto, ndo foram observadas alteracBes significativas no tocante a
sensibilidade da droga (pD2: PLACEBO 4,79 £ 0,71 vs NITRATO 4,88 = 0,06).
Os mesmos resultados foram observados ao avaliar machos e fémeas
separadamente (Figuras 22B-C), destacando ainda um efeito do nitrato mais
expressivo nas fémeas (Tabela 10).

De forma contréria, nos anéis com auséncia de endotélio funcional, as
mesmas concentragcbes de FEN nao foram responsaveis por diferencas
relevantes entre os animais tratados com placebo e nitrato, mesmo ao dissociar
o efeito do sexo (Figura 23), sugerindo se tratar de uma resposta dependente de
endotélio funcional. Todavia, animais tratados com nitrato apresentaram maior
sensibilidade a fenilefrina quando comparados aos tratados com solugéo
placebo (pD2: PLACEBO 4,84 + 0,06 vs NITRATO 5,21 £+ 0,09)(Tabela 10).
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Figura 22. Curvas concentracéo-resposta para contragédo mediada pela FEN (10°
12°a 10*M), em anéis com endotélio funcional presente de ratos Wistar idosos
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tratados com nitrato inorganico e solugao placebo, géneros combinados (A),
fémeas (B) e machos (C). *p<0,05.
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Figura 23. Curvas concentracdo-resposta para contracdo mediada pela FEN (10
12°a 10“M), em anéis com a auséncia de endotélio funcional, de ratos Wistar
idosos tratados com nitrato inorganico e solucao placebo, géneros combinados
(A), fémeas (B) e machos (C). *p<0,05.

Apés a avaliacdo do efeito constritor mediado pela FEN, os anéis foram
submetidos a concentracfes acumulativas de substancias vasodilatadoras de
acordo com a presenca de endotélio funcional. Desse modo, os anéis com
endotélio vidvel foram incubados com concentracfes crescentes de acetilcolina
(ACH), engquanto os anéis com endotélio ausente, encubados com nitroprussiato
de sddio (NPS) (Tabela 11).

Os dados demonstram que nos anéis com endotélio viavel presente, os

animais tratados cronicamente com nitrato inorganico apresentaram maior
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capacidade vasorelaxante em resposta a acetilcolina, quando comparados aos
gue consumiram solucdo placebo (Emax: PLACEBO 80,04 + 3,69 vs NITRATO
96,18 + 5,96) (Figura 24A). Tais resultados também foram expressos ao
dissociar o sexo (Figuras 24B-C). Ao avaliar a sensibilidade dos anéis a ACH, os
animais tratados com nitrato inorganico também obtiveram maior sensibilidade a
droga, quando comparado aos suplementados com placebo (pD.: PLACEBO
5,38 + 0,08 vs NITRATO 6,98 + 0,21)(Tabela 11).
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Figura 24. Curvas concentracao-resposta para o relaxamento mediado pela ACH
(10*? a 10*M), em anéis com endotélio funcional presente, de ratos Wistar
idosos tratados com nitrato inorganico e solucdo placebo, géneros combinados
(A), fémeas (B) e machos (C). *p<0,05.

Diferente do avaliado em anéis com endotélio funcional presente, o

consumo crénico de nitrato inorganico ndo foi responsavel por nenhuma
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alteracdo frente ao efeito vasodilatador do nitroprussiato de sdodio, protocolo
realizado em anéis sem endotélio funcional (Emax: PLACEBO 114,10 + 3,37 vs
NITRATO 113,00 + 2,38) (Figura 25A). Resultados expressos tanto em fémeas
(Figura 25B) quanto em machos (Figura 25C). Por fim, também n&o houve
diferencas significativas no tocante a sensibilidade dos anéis sem endotélio ao
NPS (pD2: PLACEBO 6,61 +0,12 vs NITRATO 6,99 + 0,15).

Esses achados corroboram o descrito por Luttrell e colaboradores (2020),
onde n&o houve diferenca ao comparar a resposta vasodilatadora ao NPS em
anéis sem endotélio viavel de animais jovens e idosos. Além disso, reforca a
relacdo do processo de envelhecimento com a regulacdo da funcdo vascular
mediada pelas células endoteliais (Jia et al., 2019), e a hipétese de que o
consumo crénico de nitrato inorganico exerce efeito sobre a funcdo vascular a

partir de vias dependentes de endotélio.
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Figura 25. Curvas concentracdo-resposta para o relaxamento mediado pelo NPS
(102 a 10*M), em anéis com a auséncia de endotélio funcional presente, de
ratos Wistar idosos tratados com nitrato inorganico e solucéo placebo, géneros
combinados (A), fémeas (B) e machos (C). *p<0,05.

Tabela 11: Valores (%) de Emax e de pD2 referentes ao efeito vasorelaxante da
ACH e NPS em anéis da artéria mesentérica cranial de animais idosos, de ambos
0S sexos, tratados cronicamente com nitrato inorganico e solugéo placebo.

ENDOTELIO FUNCIONAL

ENDOTELIO FUNCIONAL

Cg,&gﬁ;%%s PRESENTE (ACH) AUSENTE (NPS)
(n=16) Emax+SEM pD2+SEM Emax+SEM pD2+SEM
PLACEBO 80,04 + 3,69 538+0,08 114,10+3,37  6,61+0,12
NITRATO 96,18+ 596* 6,98 +0,21*  113,00+238 6,99 +0,15
ENDOTELIO FUNCIONAL ENDOTELIO FUNCIONAL
GRUPOS PRESENTE (ACH) AUSENTE (NPS)
=8
(n=8) EmaxtSEM  pD2+SEM  Emax+SEM  pD2+SEM
FEMEA
PLACEBO 76,76 + 6,03 511+0,09  10885+282  7,22+0,19
FEMEA
NITRATO 86,26 +7,61  6,34+0,22* 11591+1,88  7,11+0,25
MACHO
PLAGEBO 83,33 + 4,35 559+0,11  119,30+575 6,10 +0,11
MACHO
NITRATO ~ 106,10+813* 752031 110,40+4,06  6,89+0,14

Valores expressos em média + SEM. *p<0,05 **p<0,01 NITRATO vs PLACEBO.

Os resultados deste trabalho ratificam os efeitos vasorelaxantes dos
nitratos amplamente descritos na literatura, sobretudo na presenca de endotélio
funcional (Franca-Silva et al., 2012; Bock et al., 2018). Ademais, as intervencdes
dietéticas com nitratos tém demonstrado diversos efeitos benéficos sobre outros
aspectos da saude cardiovascular (Larsen et al., 2006; Nossaman et al., 2010;
Omar et al., 2016), principalmente devido ao seu potencial na diminuicdo e até
reversdo da disfuncdo endotelial (Bakker et al., 2016; Peng et al., 2020), o que
justifica os efeitos positivos do consumo crénico de nitrato inorganico sobre a
atividade vascular de animais idosos.

No mesmo contexto, Rammos e colaboradores (2014) descrevem que a
suplementacao dietética com nitrato inorganico melhora a disfuncdo endotelial e

a rigidez vascular, além de reduzir a pressao arterial em idosos com risco
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cardiovascular moderadamente aumentado, o que pode impedir ou atrasar o
desenvolvimento de hipertensdo e ter um impacto nas sequelas deletérias e
resultado clinico em uma populagédo em envelhecimento.

Além disso, Rammos e colaboradores (2015), ainda demonstram que a
suplementacdo com nitrato em camundongos idosos € responsavel por
mudancas que ocorrem a nivel de expressdo génica e perfil transcricional,
modulando positivamente as vias relacionadas ao sistema de sinalizagéo de
calcio, sistemas de desintoxicagdo celular e vias antioxidantes.

Porém, cabe ressaltar que a maioria dos relatos dos efeitos benéficos dos
nitratos sobre a disfuncdo endotelial sdo a partir de experimentos onde a
exposi¢cao aos nitratos foram realizadas por um tempo relativamente curto, com
guatro, oito e dez semanas de duracdo (Rammos et al., 2014; Rammos et al.,
2015; Bakker et al., 2016). Assim, este trabalho é o primeiro a descrever os
efeitos cronicos do consumo de nitrato (mais de 12 meses - 52 semanas).

Com isso, os resultados inéditos deste trabalho atestam que mesmo com
0 consumo de nitrato por um longo periodo de tempo, os efeitos benéficos diante
da disfuncéo endotelial em animais idosos ainda sao perceptiveis. Ademais, ndo
houve indicios de toleréncia e/ou resisténcia ao tratamento, como também néo

foi possivel identificar efeitos potencialmente danosos a funcao vascular.

4.5 Avaliacdo Histopatologica

Nas ciéncias médicas e da saude, importantes informacdes sdo obtidas
ap6s a morte dos pacientes, ou seja, a partir do exame necroscoépico. Tais
informacdes séo imprescindiveis para a elaboracdo dos atestados de 6bito, pois
além de enfatizarem a doenca ou causa imediata do 6bito, ainda reanem dados
sobre outras condi¢des crbénicas (contributivas ou subjacentes causas de morte),
compondo os bancos epidemioldgicos e de vigilancia em saude (Treuting et al.,
2016).

Em estudos pré-clinicos, principalmente em modelos usando roedores, a
determinacdo da causa da morte fornece informacgdes translacionais valiosas
gue podem ser comparadas com a populacdo humana. Tais informagdes séo

especialmente importantes em estudos que avaliem compostos téxicos,
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fenotipagem de novas cepas e em estudos de envelhecimento usando métodos
para prolongar a expectativa de vida (Snyder et al., 2015).

No tocante as pesquisas sobre longevidade e envelhecimento,
geralmente sdo utilizados dois tipos de design basicos: os estudos transversais
(1), onde um “end point” € estipulado para eutanasia, necropsia e coleta de
amostras dos individuos; e os estudos “end-of-life” ou em traducgao livre, estudos
de final da vida (2), onde o principal objetivo € a determinacdo do tempo de vida
de forma natural. Neste ultimo, os animais envelhecem até serem encontrados
mortos ou sao eutanasiados quando moribundos (Miller; Nadon, 2000).

O presente trabalho foi delineado na forma de estudo “end-of-life”, pois
objetiva a avaliacdo dos efeitos do consumo de nitrato também sobre a
expectativa de vida. Entretanto, a partir desse delineamento surgem
consideracoes intrinsecas para determinacdo da causa da morte, como discutido
por Manskikh (2014), em sua revisdo sobre as definicbes de lesdes fatais e
incidentais e os problemas na determinagcédo da causa da morte em animais de
laboratorio.

Segundo Manskink (2014), a certificacdo da morte foi € € um dos maiores
problemas na area da patologia e anatomia patologica, sendo criado até um novo
campo de estudo para esse fim, chamado “Tanatologia”, ou o estudo cientifico
da morte. Ainda de acordo com o autor, se tratando de animais de laboratorio,
as dificuldades sédo ainda mais consideraveis, pois: (1) ndo existem referéncias
patolégicas tdo precisas quanto em humanos; (2) os animais encontrados mortos
nem sempre sao viaveis para avaliacdo (autdlise intensa); (3) na maioria das
vezes nao existem dados de suporte como histérico médico e exames
diagndsticos; (4) em algumas condi¢des as alteracdes teciduais causadas séo
mais discretas; e finalmente, (5) a morte natural pode ocorrer sem alteracdes
morfolégicas que levem a uma associacgao.

Diante de tais consideracdes, em muitos estudos com roedores que
examinam o efeito do tratamento ou manipulacdo experimental na extensao da
vida ou extensdo da saude, a causa da morte ndo é identificada e discutida.
Dessa forma, mesmo com sua notavel relevancia, atualmente a determinacao
da causa da morte € considerada um topico bastante controverso na
experimentacdo cientifica usando roedores (Snyder et al., 2015; Snyder et al.,
2019).
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Neste trabalho, a higienizag&o dos mini-isoladores com inspegao de todos
os individuos foi realizada a cada dois dias, bem como exame clinico mais
minucioso a cada sete dias, assim, foi possivel rastrear a evolugéo das diferentes
sintomatologias desenvolvidas. Entretanto, de forma frequente foram
encontrados animais mortos em estado de autélise avancado. Sendo, portanto,
invidveis para avaliagdo histopatolégica, tais individuos foram censurados da
avaliagéo.

Para aqueles animais encontrados em condi¢des adequadas e 0s que
foram eutanasiados por estarem em estado moribundo (definicdo de estado
moribundo disponivel em: Snyder et al., 2015), 0 exame necroscopico completo
foi realizado, seguido por fotodocumentacao e coleta de amostras para analise
histopatoldgica. Tais amostras foram encaminhadas para avaliagéo realizada
exclusivamente por especialistas em patologia veterinaria, no Laboratorio de
Patologia Veterinaria do Hospital Veterinario (HV/CCA/UFPB).

Além dos sinais clinicos e achados macroscopicos na necropsia, 0S
exames bioquimicos realizados periodicamente também deram suporte para a
definicdo dos diagnosticos. No entanto, diante das dificuldades supracitadas
envolvidas no diagndstico da causa da morte de animais de laboratério, neste
trabalho foi possivel avaliar 45,5% das unidades experimentais propostas para
a pesquisa. Quanto a intervencdo, foram avaliados 46% dos animais que
consumiram nitrato inorganico (28% fémeas e 18% machos) e 45% dos
individuos que receberam solucao placebo (25% fémeas e 20% machos).

Os resultados foram organizados de acordo com o grupo experimental e
0 sistema organico envolvido. E, com base nos mesmos, ndo foi possivel
identificar relacdes entre o consumo de nitrato inorganico (NaNOz 10mM) e o
desenvolvimento espontaneo de doencas em animais idosos. Contudo, ao
dissociar os grupos de acordo com o género foi possivel descrever diferencas
consideraveis entre machos e fémeas (Tabelas 12-13).

Em relacdo ao diagnostico de alteracdes neoplasicas, a incidéncia de
tumores espontaneos em fémeas (13,5%) foi significativamente maior do que em
machos (4,5%), o que representa um risco relativo 5,3 vezes maior de
desenvolvimento de neoplasias nas fémeas do que nos machos (valores que
independem do tratamento) (Tabela 12). A maior incidéncia de tumores em

fémeas € amplamente descrita na literatura, inclusive em estudos que avaliam o
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desenvolvimento espontdneo de condigbes patoldgicas em animais de
laboratdrio (Walsh et al., 1994; Poteracky et al., 1998; Carlus et al., 2013).

Tabela 12: Descricdo das alteracdes neoplasicas identificadas em ratos Wistar
machos e fémeas, submetidos ao tratamento com nitrato inorganico (NaNOs
10mM) e placebo, a partir dos 15 meses de idade até a morte.

I PLACEBO | NITRATO | PLACEBO | NITRATO
Neoplasias 9 9 C? 8
Fibroma 3 4 1 2
Fibrossarcoma 3 3 1
Leiomioma cistico 1 1 1
Fibroadenoma mamario 2 1
Hemangiossarcoma 1 1
Adenocarcinoma pancreatico 1
Mixoma 1
Lipoma 2 2 2
Adenocarcinoma uterino 1 1
Tumor de células da granulosa 1
TOTAL 13 14 4 5

Ainda nesse ambito, é sabido que a senescéncia celular, oriunda do
processo de envelhecimento, desempenha papéis importantes em diferentes
fases da carcinogénese (iniciacdo, promocao, conversao e progressao),
configurando o tempo de vida como um dos principais fatores de risco para o
desenvolvimento de alteracdes neoplasicas (Calcinotto et al., 2019).

Todavia, cabe ressaltar que a incidéncia das neoplasias varia
consideravelmente de acordo com a faixa etaria avaliada. Por exemplo, Carlus
e colaboradores (2013), ao avaliarem roedores com mais de 24 meses de idade,
descrevem uma incidéncia de neoplasmas espontaneos de 89% nas fémeas e
72% nos machos, diferentemente dos resultados de Trotte e colaboradores
(2008), que relatam a incidéncia de apenas 1,8% de neoplasias com
desenvolvimento espontaneo em ratos com 18 meses de idade.

Quanto a localizacdo e origem celular das alteracées tumorais, a maioria
foi encontrada préoximo as camadas musculares superficiais que revestem a
cavidade toracica e abdominal, apresentando formato circular/cilindrico com
superficie lisa recoberta pela epiderme. Foram identificados a partir da avaliacédo
histopatoldgica principalmente tumores mesenquimais com origem nas células
fibroblasticas do tecido conjuntivo (Figura 26), assim como o acometimento do

tecido mamario e adiposo (Figura 27). Resultados que diferem dos estudos de
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Carlus e colaboradores (2013) e Poteracky e colaboradores (1998), que relatam
maior prevaléncia de neoplasias com origem no tecido enddcrino, sobretudo o

adenoma de hipdfise.

Figura 26. Neoplasias espontaneas em ratos Wistar idosos. (Al) Massa
neoplasica encapsulada (75g), sensivel a palpacéo, localizada na regiao inguinal
sem aderéncias. (A2) Fotomicrografia da regido central do neoplasma Al, com
evidente crescimento atipico do tecido conjuntivo altamente vascularizado (ponta
de seta), presenca de fibroblastos com alteracées nucleares diversas, além de
pleomorfismo e anisocitose severos, que caracterizam o fibrossarcoma (HE, obj.
10x). (B1) Massa neoplasica encapsulada de consisténcia firme (79,89),
localizada na regido toracica esquerda sem aderéncias. (B2) Fotomicrografia da
regido central do neoplasma Bl com evidente acometimento do tecido
conjuntivo, no entanto, pouca celularidade, pleomorfismo e anisocitose leves
caracterizando o fiboroma (HE, obj. 10x).



Figura 27. Neoplasias espontaneas em ratos Wistar idosos. (Al) Massa
neoplasica multinodular (114,2g), sensivel a palpacéo, localizada na regiao
cervical direita sem aderéncias. (A2) Fotomicrografia da regido central do
neoplasma Al, com evidente crescimento atipico do tecido conjuntivo (*) e
presenca de tecido glandular mamario (setas), caracterizando o fiboroadenoma
mamario (HE, obj. 20x). (B1) Massa neoplasica multinodular de consisténcia
firme, localizada na cavidade abdominal préximo ao sistema genitourinario, sem
aderéncias. (B2) Fotomicrografia da regido central do neoplasma B1 com
presenca de crescimento atipico do tecido conjuntivo e formagéo de cistos cm
contetdo (*) caracterizando o leiomioma cistico (HE, obj. 20x). (C1) Massa
neoplasica encapsulada de aspecto flacido (879g), localizada na regido abdominal
esquerda. (C2) Fotomicrografia da regi@do central do neoplasma C1,
apresentando crescimento atipico de adipdcitos, bem diferenciados (ponta de
seta), com areas de necrose de adipécitos, envolvidos por tecido conjuntivo (*),
diagndstico lipoma (HE, obj. 10x).
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No que se refere as demais alteragBes patoldgicas, os resultados foram
divididos de acordo com o sistema acometido (Tabela 13). Entretanto, cabe
ressaltar que algumas patologias apresentam alteragcbes multissistémicas e a
relacé@o entre elas pode influenciar diretamente a causa da morte do individuo,

dificultando o processo de diagnostico (Manskikh, 2014).

Tabela 13: Alteracdes patolégicas identificadas em ratos Wistar machos e
fémeas, submetidos ao tratamento com nitrato inorganico (NaNO3z 10mM) e
placebo, a partir dos 15 meses de idade até a morte.

PLACEBO | NITRATO | PLACEBO | NITRATO

2 2 d 3

Sistema neurologico

Head tilt 1 2 1
Encefalopatia urémica 1 1 2 3
Sistema urinério

Rim em estagio terminal 2 1 3 4
Rins policisticos 1

Sistema digestoério

Alteracdes dentarias 1 1 4 3

Lipidose hepética 3 3 4 5

Sistema respiratério

Pneumonia granulomatosa 4 2 4 3
Pneumopatia urémica 1 2 2
Enfisema pulmonar 2 1

Sistema tegumentar

Alopecia 6 5 3 4
LesOes ulcerativas 2 1 1 3
Sistema reprodutor

Ovaérios policisticos 2 1

Piometra / Mucometra 4 2

Endometrite 1

TOTAL 27 21 26 28

No tocante as alteracbes no sistema nervoso, houve um acometimento
mais expressivo em animais do sexo masculino (4%) quando comparados as
fémeas (1,5%), independente do tratamento com nitrato inorganico. Nesse
ambito, é sabido que a degeneracédo do tecido nervoso pelo tempo (senescéncia)
€ algo amplamente descrito na literatura, sendo inclusive relacionada com a
patogenia de condi¢cdes como a doenca de Alzheimer e de Parkinson (Wyss-
Coray, 2016; Lane et al., 2018; Reich; Svitt, 2019).

Neste trabalho, alguns individuos com acometimento do sistema nervoso
apresentaram alteragfes motoras significativas como: relutancia ao movimento,

apatia, inapeténcia e andar em circulos, progressivamente evoluindo para
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paraplegia, anorexia e morte. Nestes mesmos animais, os exames bioquimicos
periédicos demonstraram um aumento relevante dos indicadores da fungéo renal
(ureia, creatinina), e ao exame necroscépico, nenhuma alteracdo macroscépica
foi identificada. Dessa forma, para melhor investigacdo, foram coletadas
amostras de cérebro, cerebelo e medula espinhal, e submetidas ao
processamento para confeccéo de laminas histoldgicas.

Ao analisar microscopicamente as amostras dos animais com
sintomatologia nervosa foi possivel identificar a presenca de diversos vacuolos,
distribuidos de forma difusa e localizados principalmente na substancia branca
das diferentes regides sistema nervoso central. Esta vacuolizagédo progressiva
leva a degeneracdo do tecido nervoso, processo chamado de “status
spongiosus” (Figura 28A) (Ferrer; Vidal, 2020).

Além dos achados nas amostras de tecido nervoso, outros tecidos foram
avaliados como pulméao, rins e figado. Tal avaliagcdo permitiu a identificacdo de
lesbes renais graves, histopatologicamente descritas como: presenca de
cilindros proteicos intratubulares, perda de células tubulares, ectasia tubular,
glomerulonefrite membranoproliferativa, glomeruloesclerose e fibrose. Esses
achados corroboram os resultados dos testes bioquimicos e caracterizam o rim
em estagio terminal (Figura 28B), funcionalmente diagnosticado com
insuficiéncia renal cronica (Zachary, 2018).

Ao associar as alteracdes renais graves com a sintomatologia nervosa, o
diagnostico de encefalopatia urémica foi proposto. Nesta condicdo a
incapacidade do rim de excretar toxinas endégenas e exodgenas (por exemplo,
compostos de guanidina) resulta em neurotoxicidade grave (degeneracéo
esponjosa), lesdo na barreira hematoencefalica, alteracdes
isquémicas/microvasculares, neuroinflamacédo, aumento do estresse oxidativo
central, além de disfuncédo no metabolismo e vasculariza¢do do sistema nervoso
central (Hamed, 2019).
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Figura 28. Alteracdes histopatologicas identificadas em ratos Wistar machos e
fémeas, submetidos ao tratamento com nitrato inorganico e placebo, a partir dos
15 meses de idade até a morte. (A) Status spongiosus - Presenca de vacuolos
difusos (seta preta) na substancia branca do cerebelo (HE, obj 20x). (B) Rim em
estagio terminal - Fotomicrografia da regido cortical do rim, com presenca de
cilindros proteicos intratubulares, perda de células tubulares, ectasia tubular (*),
glomeruloesclerose (seta vermelha) e fibrose (HE, obj 10x). (C) Lipidose hepéatica
- Acumulo difuso de globulos de gordura no interior dos hepatdécitos (HE, obj
20x). (D) Enfisema pulmonar e pneumonia granulomatosa — Fotomicrografia do
pulmdo com evidente distensdo dos alvéolos (*) e presenca de infiltrado
inflamatério mononuclear com presenca de células gigantes multinucleadas
(ponta de seta) (HE, obj 20x).

Quanto as alteracbes do sistema digestorio, os disturbios hepaticos
apresentaram grande incidéncia (7,5%), mesmo diante da notavel resiliéncia do
tecido hepatico para com o processo de envelhecimento (Hunt et al., 2019). Tais
alteracbes estdo relacionadas com a incapacidade do figado de realizar suas
fungBes com o passar do tempo, 0 que aumenta o risco de desenvolvimento de
doencas hepaticas e sistémicas (Pibiri et al., 2018).

A maioria dos animais com alteracbes hepaticas apresentavam

sobrepeso, acumulo exacerbado de tecido adiposo na cavidade abdominal e
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alteracdes bioquimicas nos marcadores de lesédo e fungéo hepatica. Durante o
exame necroscopico foi possivel identificar o figado aumentado de volume
(hepatomegalia), além de apresentar coloracdo amarelada, aspecto fridvel e
esponjoso, com bordas arredondadas.

Com a avaliagdo microscopica, identificou-se a presenca difusa de
vacuolos contendo triglicerideos e outros metabdlitos lipidicos, como gorduras
neutras e colesterol no interior dos hepatécitos, caracterizando a lipidose
hepatica (Figura 28C). Tanto em animais, quanto em humanos, o acimulo de
lipideos no figado (lipidose/esteatose hepética) € uma condi¢cdo mais frequente
guando h& mobilizacdo dos estoques de gordura corporal, como por exemplo,
na gestacdo e lactagdo. No entanto, também é observada em desequilibrios
metabdlicos, como a obesidade, e na disfuncdo hepatica oriunda do
envelhecimento, ambas identificadas neste trabalho.

Em relacdo aos efeitos do nitrato, Cordero-Herrera e colaboradores
(2019) demonstraram que o consumo de nitrato/nitrito a curto prazo (7 semanas),
previne o acumulo de gordura no figado em modelo de lipidose induzida por dieta
em roedores, e modelo com cultivo de células hepaticas humanas. Os autores
concluiram ainda que o nitrato dietético atenua o estresse oxidativo e preserva
a atividade da AMPK hepatica, com efeitos na funcdo cardiovascular e
metabdlica. Entretanto, neste trabalho, o consumo crénico de nitrato inorganico
nao foi responsavel por alteracbes na incidéncia e progressdo da esteatose
hepatica em idosos.

Ainda sobre o sistema digestorio, um aspecto especifico sobre a fisiologia
do envelhecimento nos roedores € a arcada dentaria, especialmente os dentes
incisivos, que séo classificados como hipsodontes, significativamente maiores,
além de apresentarem composicao histologica peculiar, crescimento continuo e
necessidade de desgaste periddico. Em animais idosos, a ineficiéncia desse
desgaste pode causar 0 crescimento exacerbado e lateralizado dos dentes
incisivos, podendo acarretar casos leves de dores e dificuldade na obtencado do
alimento, e casos graves de lesGes na regido da cabeca e pescoco e inapeténcia
(Konig; Liebich, 2016).

Neste trabalho, a incidéncia das alteracGes dentarias espontaneas foi de
4,5%. Sem a correta intervencéo, os quadros evoluem para inani¢cao, anorexia e

morte. Isto sinaliza para a maior atengédo no cuidado e manejo de roedores em
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laboratdrio, especialmente animais longevos. Quanto ao tratamento, a cavidade
oral exerce grande influéncia sobre via nitrato-nitrito-6xido nitrico, mas néo foram
identificadas alteracbes quanto ao consumo de nitrato inorganico no que se
refere as alteracfes dentérias e da cavidade oral.

No tocante ao sistema respiratorio, as alteracbes patoldgicas
representaram 23,7% dos diagnosticos totais. Nesse sentido, € sabido que o
processo de envelhecimento est4d associado a mudancas moleculares e
fisiolégicas nos pulmdes. A titulo de exemplo, alteracfes diretas na composicao
celular e na funcdo pulmonar, diminuicdo da remodelacdo e capacidade
regenerativa, e o aumento da suscetibilidade a doencas pulmonares agudas e
cronicas (Cho; Stout-Delgado, 2019).

O efeito do tempo também é responsavel por mudancas no perfil
imunologico do sistema respiratorio, processo chamado de imunossenescéncia
(Barbé-Tuana et al., 2020). Essa deterioracdo progressiva dos componentes
imunologicos no tecido pulmonar é resultado de um desequilibrio entre os
mecanismos inflamatérios e antiinflamatérios. Pois ao passo que a estimulacéo
cronica de antigenos ao longo da vida e o maior dano oxidativo aumentam a
producdo de citocinas pro-inflamatoérias (inflammaging), ha uma reducéo
progressiva dos componentes celulares e, como conseguinte, da resposta anti-
inflamatoria e antioxidante (Brandenberger; Muhlfeld, 2017; Fransceschi et al.,
2018).

No presente estudo, os individuos acometidos com disturbios respiratorios
apresentaram dispneia progressiva, relutancia ao movimento, apatia e, em casos
graves, ruidos respiratérios e apneia seguida de morte. Durante a necropsia,
poucas altera¢cdes macroscopicas no parénquima pulmonar foram identificadas.
Todavia, em animais com grave sintomatologia respiratéria, os pulmdes
apresentaram formacf6es multinodulares difusas, com conteudo purulento,
distribuidas por até mais da metade do parénquima pulmonar.

A partir da avaliacao histopatoldgica do sistema respiratério, a descricdo
de diferentes alteracfes patoldgicas foi realizada (Tabela 13). Em alguns animais
o limen dos alvéolos encontrava-se repleto de material eosinofilico amorfo, o
gue caracteriza edema pulmonar. Em amostras de outros animais, o enfisema
pulmonar foi identificado, a partir da presenga da distenséo grave dos alvéolos

pulmonares, com reducéo da superficie de troca gasosa (Figura 28D).
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Ainda nesse ambito, outra patologia respiratéria detectada foi a
pneumonia granulomatosa, que se caracteriza macroscopicamente pela
formacado de multiplos nédulos dispersos irregularmente ao longo do parénquima
pulmonar, repletos de secrecéo caseosa e infiltrado inflamatério, mononuclear
com presenca de células gigantes multinucleadas (Figura 28D). Tais achados,
somados aos quadros de dificuldade respiratéria sugerem se tratar de quadros
infecciosos, porém o agente etiolégico nao foi identificado.

As alteracdes pulmonares, desde os casos leves de edema e enfisema,
até a pneumonia granulomatosa grave, podem estar relacionadas com as
alteracbes do envelhecimento pulmonar ja mencionadas, como 0 aumento da
susceptibilidade a infeccbes, reducao da funcédo e capacidade regenerativa e
comprometimento do sistema imunolégico (Cho; Stout-Delgado, 2019).

Por fim, ndo foi possivel estabelecer relacdes entre o consumo de nitrato
inorganico e diferengcas na incidéncia de doencas respiratorias. As demais
condicbes patologicas e alteracdes nos sistemas organicos identificadas
encontram-se na Tabela 13, de acordo com o grupo experimental.

Em concluséo, os resultados deste trabalho, sugerem que o consumo
suplementar de nitrato inorganico (NaNOz 10mM) por um longo periodo de
tempo nao exerce influéncia sobre o desenvolvimento e progressao de doencas
em animais idosos, independente do sexo. No entanto, mais estudos sobre o
consumo crbénico de nitratos e as patologias dependentes da idade, sé&o

necessarios.
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Conclusoes
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5. CONCLUSOES

A suplementacdo com nitrato inorganico por longos periodos, realizada
pela agua de beber (NaNOz 10mM), foi responsavel por uma ingestdo média de
aproximadamente 100mg/kg/dia desse sal. O consumo crénico — a partir dos 15
meses de idade até a morte natural — n&o exerceu influéncia sobre a
longevidade e tempo de vida médio de ratos Wistar, independentemente do
sexo.

O tratamento continuado promoveu melhora na reatividade vascular
dependente de endotélio funcional, assim como ganho nas respostas
vasodilatadoras e vasoconstritoras. Tal achado sugere uma possivel acdo
benéfica sobre a disfuncdo endotelial em animais idosos, de ambos 0s sexos.
Também né&o houve indicios de tolerancia e/ou resisténcia ao tratamento, bem
como de efeitos potencialmente danosos a funcéo vascular.

O processo de envelhecimento induziu alteracbes bioquimicas
expressivas, sobretudo a partir dos 27 meses de idade. Todavia, 0 consumo de
nitrato ndo foi relacionado com alteracbes nos parametros que avaliaram o
estresse oxidativo, funcdo renal, lesdo hepatica e perfil lipidico. Sinais de
intoxicacdo ou disfuncdes relacionadas ao tratamento também ndo foram
encontradas.

A suplementacdo crénica com nitrato inorganico ndo se mostrou
diretamente associada a nenhuma das condi¢des patoldgicas envolvidas com a
causa da morte dos individuos. Do mesmo modo, a progresséo das doencas e
seus efeitos fisiopatoldégicos ndo foram influenciados pela intervencéo.
Entretanto, foram descritas diferencas significativas quanto a causa da morte
entre machos e fémeas.

Os resultados contribuem para o conhecimento existente acerca dos
efeitos benéficos do consumo de alimentos ricos em nitrato, além de sugerir se
tratar de uma suplementacédo segura e eficiente a longo prazo, com resultados
positivos principalmente sobre a saude cardiovascular. No mais, os dados
apoiam o estimulo as abordagens nutricionais como estratégia complementar na
modulagdo das mudancas funcionais relacionadas a idade e destacam a
influéncia do género e suas particularidades sobre o processo de

envelhecimento.
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ANEXOS

Anexo 1: Parecer da Comisséo de Etica no Uso de Animais da Universidade
Federal da Paraiba - CEUA-UFPB.

Universidade Comissdo de Etica no
Federal da Uso de Animais [/

Paraiba =

CERTIFICADO

Certificamos que & proposta Intitulada "Avaliagdo do consumo de nitrato inorganico sobre a longevidade de ratos Wistar”,
protacolada sob o CEUA n® 1975060318 1o so2041, s0b a responsabilidade de Valdir de Andrade Braga - que envolve a produgao,
manutencao efou wilizagao de animals pertencentes ao filo Chordata, subfdo Vertebrata {exceto 0 homem), para fins de pesguisa
cientifica ou ensino - estd de acordo com 05 preceitos da Lel 13,794 de B de outulro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de juiho
de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacao Animal (CONCEA), e foi
aprovada pela Comissao de £tica no Uso de Animais ¢a Universidade Federal da Paralba (CEUAJUFPB) na reunido de 22/03/2018.

We certify that the proposal “Evaluation of inorganic nitrate consumption on longewity of Wistar rats®, utiizing 200 Heteragenics
rats {males and females), protocol number CEUA 1975060318 (o tosaet), under the responsiblliity of Valdir de Andrade Braga -
which invelves the production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata, subphytum Vertebrata
{except human beings), for scientific research purpases or teaching - is in accordance with Law 11,794 of October 8, 2008, Decree
6899 of july 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Ceuncil for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and
was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Federal University of Paraiba (CEUA/UFPB) in the meeting of
03/22/2018.

Finalldade da Propasta: Pesquisa (Académica)

Vigéncia da Proposta: de 04/2018 a 04/2020 Area: Biotecnologia

Origem:  Unidade de Produgao Ammal - IPeFarM

Espécie:  Ratos heteragénicos sexo: Machos e Fémeas  idade: 11 a 12 meses N 200
Linhagem: Rattus Norvegicus - Wistar Peso: 35034509

Local do experimenta: Laboratéeio de Controle Newral da Circulago ¢ Hipertensdo Arterial - LACONCHA, CBiotec, UFPB

Jodo Pessoa, 22 de margo de 2018
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Profa, Dra. Islania Gisela Abuquerque Gongalves Prof. Dr, Ricardo Remao Guerra
Coordenadora da Comissio de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenador da Comissbo de Etica no Uso de Animats
Universidade Federal da Paraiba Universidade Federal da Paraiba
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Anexo 2: Quantidade de amostras analisadas nos testes bioquimicos em
relacédo ao tempo de experimento (FP = Fémea Placebo; FN = Fémea Nitrato;
MP = Macho Placebo; MN = Macho Nitrato).

IDADE (MESES)

15 18 21 24 27 30 33

FP 18 13 18 9 10 7 6

< FN 16 13 15 7 10 7 6

S MP 11 10 11 16 4 3 2

MN 13 12 13 18 7 1 4

< FP 16 19 14 8 8 4 5

% FN 13 15 10 11 9 6 5

3 MP 11 11 6 7 5 8 2

S MN 16 13 6 7 6 6 3

FP 18 19 16 8 9 9 5

= FN 13 18 10 12 9 5 6

x MP 12 14 7 6 5 9 2

MN 16 14 8 8 6 8 3

FP 16 17 16 7 9 6 5

- FN 13 16 10 10 9 5 6

< MP 8 11 6 6 5 8 2

MN 16 14 7 8 6 8 3

FP 18 19 15 6 9 4 4

= FN 13 17 10 12 9 3 6

< MP 12 14 7 6 5 5 2

MN 16 14 7 8 5 8 2

FP 18 19 15 7 9 7 5

< FN 15 16 10 12 9 6 6

- MP 12 14 7 6 5 8 2

MN 16 14 7 8 5 9 2

FP 16 17 16 8 8 5 3

5 FN 12 16 8 12 9 4 6

o MP 12 8 7 6 3 5 1

MN 16 12 7 8 5 7 3

5 FP 15 17 12 8 7 8 5
g2 FN 12 15 8 5 8 4 6
g o MP 11 11 5 6 5 9 2
o MN 15 13 8 6 8 3
FP 7 9 12 6 5 2 1

2 FN 8 13 6 6 5 3 1

T MP 8 5 1 6 3 3 1

MN 8 6 1 6 5 7 1
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Anexo 3: Producédo cientifica durante o periodo de doutoramento. Artigos
publicados em periddicos de alto impacto (IF 9,98) em colaboracdo com o
Karolinska Institutet na Suécia.

1 ENCONTRO CIENTIFICO DOS PROGRAMAS DE POS-GRADUACAO DO CENTRO DE BIOTECNOLOGIA

Certificamos que

o trabalho intitulado “Avaliagfio do consumo de nitrato inorgéinico sobre a
longevidade de ratos wistar™ dos autores Carvalho, L.R.R.A., Flor, A.F.L., Leite,
E.G., Ruiz, C.R., Dinatto, A.M.F., Andrade, J.T., Oliveira, M.M., Balarini, C.M.,
Guimaries, D.D., Moretti, C., Lungberg, J., Weitzberg, E., Carlstrdm, M., Braga,

V., apresentado na modalidade oral, recebeu men¢do honrosa no I Encontro

Cientifico de Pos-graduagio do Centro de Biotecnologia, realizado no Centro de
Biotecnologia/UFPB no periodo de 05 a 07 de junho de 2019.

Eo« Afr\'wa(, '}-‘.’n: g, C Cuwz
) 1
Coordenador do PMPGCF.UTPR !'x!mi:mc da Comessio Orgmmoadon
1ECPPG-UBIee



134

T °|MP(ISIC1 NORDESTING DE INTEGRACAQ
EM CIENCIAS FISIDLOGICAS

Cert:ftcamos que o trabalho intitulado “Consumo de nitrato de sédio (NANO3) sobre a
longevidade de ratos wistar — andlie sistemdtica das curvas de sobrevivéncia” com
autoria de LUCAS RANNIER RIBEIRO ANTONINO CARVALHO, DRIELLE DANTAS
GUIMARAES, CLARA RITTMEYER RUIZ , JULIANA TELES DE ANDRADE , ERICKA
GARCIA LEITE , ATALIA FERREIRA L. FLOR , EDDIE WEITZBERG , JON LUNDBERG ,
MATTIAS CARLSTROM , VALDIR DE ANDRADE BRAGA, foi apresentado, na modalidade
oral, ne Il Simposio Nordestino de Integracdo em Ciéncias Fisiologicas, realizado nos
dias 21 e 22 de outubro de 2020, promovido pelo Programa de Pos-Graduacdo em
Nutricdo, Atividade Fisica e Plasticidade Fenotipica da Universidade Federal de
Pernambuco, com carga horaria de 20h.
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Prof. Or. lodo Henrique Costa-Silva Profa Dea. Viviane de Olveirs Nogoera Soucs
Cocedanader do evento Vicecoordenadora do evento

Vitéria de Santo Antdo, 26 de outubro de 2020

T °|MP(ISIC1 NORDESTING DE INTEGRACAQ
EM CIENCIAS FISIDLOGICAS

Certaf:camos que o trabalho mtltulado "Caractenzacdo morfvldg:ca das neoplasias
espontaneamente desenvolvidas em ratos wistar idosos utilizados para estudos
fisiolégicos de longevidade” com autoria de LUCAS RANNIER RIBEIRO ANTONINO
CARVALHO, DRIELLE DANTAS GUIMARAES, CLARA RITTMEYER RUIZ, APOLLO
MARCEL F. DINATTO, ERICKA GARCIA LEITE, ATALIA FERREIRA L. FLOR, EDDIE
WEITZBERG, JON LUNDBERG, MATTIAS CARLSTROM, VALDIR DE ANDRADE BRAGA,
foi apresentado, na modalidade oral, no Il Simpdsic Nordestino de Integracdo em
Ciéncias Fisiologicas, realizado nos dias 21 e 22 de outubro de 2020, promovido pelo
Programa de Pos-Graduagdo em Nutrigdo, Atividade Fisica e Plasticidade Fenotipica da
Universidade Federal de Pgrnambuco com carga horaria de 20h.
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I ENCONTRO CIENTIFICO DOS PROGRAMAS DE POS-GRADUACAO DO CENTRO DE BIOTECNOLOGIA

Certificamos que

Lucas Rannier Ribeiro Aqlonino Carvalho
apresentou o trabalho intitulado *“AVALIACAO DO CONSUMO DE NITRATO

INORGANICO SOBRE A LONGEVIDADE DE RATOS WISTAR” dos autores
Lucas Rannier R. A. Carvalho, Atalia Ferreira L. Flor, Ericka G. Leite, Clara R.
Ruiz, Apollo M. F. Dinatto, Juliana T. de Andrade, Matheus M. de Oliveira,
Camile M. Balarini, Drielle D. Guimaries, Chicara Moretti, Jon Lungberg, Eddie
Weitzberg, Mattias Carlstriom e Valdir A. Braga na modalidade oral durante o |
Encontro Cientifico de Pos-graduacao do Centro de Biotecnologia, realizado no
Centro de Biotecnologia/UFPB, no periodo de 05 a 07 de junho de 2019.
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Nitric Oxide
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The new organic nitrate 2-nitrate-1,3-diocthanoxypropan (NDOP) induces &%
nitric oxide production and vasorelaxation via activation of inward-rectifier
potassium channels (Kig)

Ricardo Bernardino-Paula ", Alynne Carvalho-Galvao ', Airlla LM. Cavalcanti”, Patricia K.
L. Rocha ’, Lucas R.R.A. Carvalho ', Maria C.R. Brandao ", Petronio F. Athayde-Filho ",
Thiago F, Diniz', Virginia S. Lemos*, Maria S, Franga-Silva ', Marcelo F. Montenegro ",
Eddie Weitzberg ', Jon O. Lundberg ", Mattias Carlstrom "', Valdir A, Braga ™™ '
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Research Paper @
Renovascular effects of inorganic nitrate following ischemia-reperfusion of 5%
the kidney
Gensheng Zhang "', Huirong Han "', Zhengbing Zhuge *, Fang Dong ', Shan Jiang ',
Wenwen Wang °, Drielle D. Guimaraes ", Tomas A. Schiffer”, En Yin Lai ',
Luecas Rannier Ribeiro Antonino Carvalho ', Ricardo Barbosa Lucena”, Valdir A. Braga',
Eddie Weitzberg ', Jon O, Lundberg *, Mattias Carlstrom
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